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(54) Title: RECEFrOR, TOE USE THEREOF, AND MOUSE AN'llBODlES 
(54) Bezeichnung: REZEPTOR, DESSEN VERWENDUNG SOWTE MAUSANTIKORPER 

ON 

^ (57) Abstract: The invention relates to a receptor located on the surface membrane of highly proliferative cells, particularly of the 
^ gastric carcinoma, which is composed of glycoproteins. At least one determinant of the glycoprotein corresponds with one of the 
^ CFR-1 protein, and the human antibody 103/51 and/or the murine antibody 58/47-69 (IgM) specifically binds to the glycoprotein. 

® (57) Zusammenfassung: Rezeptor auf der Oberflachenmembran von stark proliferierenden Zellen insbesondere des Magenkarzi- 
Q noms, der aus Glykoproteinen aufgebaut ist, wobei wenigstens eine Determinante des Glykoproteins mil einer des CITi- 1 Proteins 
^ libereinstimmt und der humane Antikftrper 103/5 1 und/oder der murine Antikftrper 58/47-69 (IgM) am Glykoprolein spezifisch bin- 
^ dct 
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Rezeptor, dessen Verwendung sowie Mausantikorper 

Die Erfindung bezieht sich auf einen an der Oberflache von stark 
5 proliferierenden Zellen insbesondere des Magenkarzinoms befindli- 

chen Rezeptor, dessen Verwendung, sowie die Struktur eines spezi- 
fisch hieran bindenden Mausantikorpers. 

Weithin bekannt ist, fQr klinische und wissenschaftliche Untersu- 
1 0 chungen von Hybridomen erzeugte monoklonale Antikorper einzu- 

setzen. Fur die Behandlung von Tumoren, viralen und mikrobiellen 
Infektionen, B-Zell-lmmundefizenzen mit verringerter Antikorperer- 
zeugung und andere Storungen des Immunsystems ist die Anwen- 
dung humaner monokionaler, von B-Zell Hybridomen erzeugter Anti- 
1 5 korper vielversprechend. 

Beim Magenkarzinom handelt es sich urn eine der weltweit haufig- 
sten Krebsarten. Nach Lauren J\)e two histological man types of 
gastic carcinoma", Acta Path Microbiol Scand; 64:331-49, werden sie 

20 histologisch eingeteilt in diffuse Adenokarzinome und intestinale 

Adenokarzinome. Intestinale Magenkarzonome sind oft von chroni- 
scher Gastristis B begleitet und insbesondere von intestinalen Me- 
taplasien, die als Vorlaufer dysplastischer Veranderungen und von 
Magenkarzinomen betrachtet werden. Unterschiede zwischen diesen 

25 beiden Arten zeigen sich auch darin, dass Patienten mit Karzinomen 

des diffusen Typs oft der Blutgruppe A angehoren, woraus auf den 
EInfluss genetischer Faktoren beim Krebsrisiko geschlossen werden 
kann. wShren Umweltfaktoren, z.B. eine Helicobacter pylori-lnfektion, 
moglicherweise fQr die Entstehung von Karzinomen des intestinalen 

30 Typs von Bedeutung sind. Zwar ist eine abnehmende Haufigkeit der 

Magenadenokarzinome im Westen festzustellen, dafur treten sie 
aber nun vermehrt im Osten auf. 
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Die Entwicklung von Magenkrebs ist ein mehrstufiger und multifakto- 
rieller ProzeB (Correa, 1992 Cancer Res. 52:6735-6740). Obwohl nur 
wenig uber die molekularen Mechanismen bekannt gelten als Fakto- 
5 ran hohe Salzeinnahmen, Alkohol, Nitrosamine und Infektionen mit 

den Bakterium Helicobacter Pylori (H. pylori) als nachweislich am 
Entstehen des Magenkrebses beteiligt. Aufgrund des engen Zusam- 
menliangs zwischen H. pylori Infektionen und dem Vorkommen von 
Gastritis dysplasi und der Entwicklung von Magenkrebs wurde dieses 

10 Bakterium durch die WHO als in die Klasse 1 der kanzerogenen 

Stoffe gehorend klassifiziert. H. pylori induziert direkt schwerwiegen- 
de vorkanzerogene Anderungen der Zellen im Bereich der Schleim- 
haut und ist ebenfalls verantwortlich fur ein Ansteigen der Autoanti- 
korper, die haufig bei Gastritis und Magenkrebspatienten beobachtet 

15 werden (Negrini et al., 1996 Gastroenterol. 111:655-665). Diese An- 

tikorper sind in der Lage, Magenlessionen und Apoptose im Mage- 
nepithel zu induzieren (Steiniger et al., 1998 Virchows Arch. 433:13- 
18). Die Natur der Antigene ist teilweise bis heute unbekannt. Anti- 
korper gegen die Magen H+/K(+)-ATPase (Claeys et al., 1998 Ga- 

20 stroenterology 1 15:340-347), lnterleukin-8 (Crabtree et al.. 1993 

ScandJ.lmmunol. 37:65-70; Ma etal., 1994 Scand. J. Gastroenterol. 
29:961-965) und das Lewisblutgruppenantigen (Appelmelk et al., 
1997 Trends.Microbiol. 5:70-73) werden haufig bei Magenschleim- 
haut Oder Magenkrebs gefunden. 

25 

Die Therapie war bislang auf Gastrektomie und Lymphadenektomie 
beschrankt, aufgrund der auch dann noch schlechten Prognose be- 
steht jedoch der Bedarf nach einer neuen begleitenden Therapie. 
Immunologische Studien haben gezeigt. dass auch in Fallen, in de- 
30 nen das Immunsystem maligne Zellen nicht wirksam bekampfen 

kann, eine zellulare und humorale Aktivitat melibar ist, aber nicht 
ausreicht, um die Tumorzellen zu zerstoren. Ein wirkungsvoller An- 
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satz ist nun der, von der Immunantwort des Patienten stammenden 
Antikorper zu isolieren, geeignet zu vermehren und therapeutisch 
einzusetzen. So wurden bsp. von Patienten mit Lungen-, Osopha- 
gus- und Dickdarmkrebs stammende AntikSrper isoliert und davon 
5 humane monoklonale Antikorper abgeleitet, die z.B. direkt Differen- 

zierung und das Wachstum der Tumorzellen beeinflussen. 

Apoptose ist der programmierte Zelltod, Selbstmord von Zellen, 
durch Fragmentation der DNA, Zellschrumpfung und Dilatation des 

10 endoplasmatischen Reticulums, gefolgt von Zellfragmentation und 

der Bildung von Membranvesikein, den sog. apoptotischen Korpern. 
Apoptose. die physiologlsche Form des Zelltods, garantiert eine 
schnelle und saubere Entfernung unnotiger Zellen, ohne EntzDn- 
dungsvorgange oder Gewebeverletzungen auszulosen wie im Falle 

15 der Nekrose. Unter pathologischen Bedingungen dient sie auch zum 

Entfernen maligner Zellen, wie etwa Krebsvorlauferzellen. Sie kann 
durch verschiedenste Stimuli ausgelost werden, wie etwa durch 
zytotoxische T-Lymphozyten oder Zytoklne, wie Tumornekrosefakor, 
Glukokortikoide und Antikorper. Sie ist die haufigste Todesursache 

20 eukaryontischer Zellen und kommt vor in der Embryogenese, Meta- 

morphose und Gewebsatrophie. Apoptotische Rezeptoren an der 
Zelloberflache, wie jene der NGF/TNF-Familie werden predominant 
auf Lymphozyten exprimiert, befinden sich aber auch auf verschie- 
denen anderen Zelltypen. weshalb sie sich nicht fur eine Krebsthera- 

25 pie eignen. Insbesondere haben bei in-vivo-Tests Liganden und Anti- 

korper fur diese Rezeptoren zu Leberschaden gefuhrt. Deshalb sind 
tumorspezifische Rezeptoren mit apoptotischer Funktion besonders 
wichtig. 

30 In jOngsten Publikationen wurde der humane AntikSrper 103/51 be- 

schrieben, der von Magenkrebspatienten mit diffusem Adenokarzi- 
nom gewonnen wurde und der mit H. pylori und Magenkrebszellen 
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wechselwirkt (Vollmers et al.. 1994 Cancer 74:1525-1532). Bei alien 
Untersuchungen wurde die bekannte Magenadenokarzinom-Zellinie 
23132 verwendet, die unter der Nr. ACC201 bei der DSMZ-Deutsche 
Sammlung von IVIikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Maschero- 
5 der Weg 1 b, 38124 Braunschweig hinterlegt ist. Der Antikorper hat in 

geringen Dosen einen mitotischen Effekt auf IVlagenkrebszellen in 
vitro, in dem sie an einen 130 kD Membranrezeptor binden (Hensel 
etai., 1999 IntJ.Cancer 81:229-235). Durch Sequenzierung der 
Genbereiche des Antikorpers wurde der Antikorper 103/51 als Auto- 
10 antikorper identifiziert. Immunohistochemische Untersuchungen zei- 

gen, daB der AntikSrper stark mit Magenkrebszellen und mit IVIagen- 
hormonzellen reagiert. 

Der zellulare Rezeptor des monoklonalen Antikorpers 103/51 war 
15 bisher nicht bekannt. Im Rahmen der zu vorliegenden Erfindung fOh- 

renden Untersuchungen konnte dieser zellulare Rezeptor identifiziert 

werden: Diese Identifizierung gestaltete sich jedoch als schwierig. 

Einerseits reagiert der monoklonale Antikorper 103/51 bei der We- 

sternblot-Analyse mit seinem Rezeptor nur unter ganz bestimmten 
20 Stringenzbedingungen. Andererseits findet man eine durch Denatu- 

rlerungsartefakte hervorgerufene unspezifische Reaktion mit einer 

Reihe weiterer Proteine. 

Sequenzierungen haben gezeigt, dali der Rezeptor Obereinstim- 
25 mungen mit dem GFR-1 Protein aufweist, jedoch mit diesem nicht 

identisch ist. Des weiteren werden damit Glycoprotein-Verbindungen 
beansprucht. die in einer oder mehreren Determinanten (Liganden) 
mit denen des bekannten CFR-1 ubereinstimmen. Insbesondere wird 
eine Homologie gefordert, die im Sinne dieser Anmeldung als eine , 
30 Qbereinstimmung von mindestens 80% in den primaren Aminosau- 

resequenzen zu definieren ist. Der Rezeptor ist demzufolge eine Iso- 
form zu CFR-1 . Zusatzlich ist eine spezifische Bindung entweder an 
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den humanen AntikSrper 103/51 und/oder den murinen Antikorper 
58/47-69 gefordert. 

Von besonderenn Interesse ist, wenn die spezifische Bindungsstelle 
am Glykoprotein ein Carbohydrat-Rest, also ein Zucker-Rest ist. 

In spezieller Ausgestaltung weist das CFR-1 Protein als Deternni- 
nante eine Aminosauresequenz gemSli Anlage S Zellinie 23132 auf. 

Bei dem zellularen Rezeptor des Antikorpers 103/51 handelt es sich 
urn eine fQr Tumorzellen, insbesondere fur Magenkarzinomzellen 
spezifische Isoform des Proteins CFR-1, die in normalen Gewebe 
nicht auftritt. Die spezifischen Rezeptoreigenschaften dieser Isofomn 
beruhen auf einer besonderen mit dem ProteinrOckgrat Qber eine 
Verknupfung verbundenen Glykostruktur. Die tumorspezifische Re- 
zeptor kann in einem Screeningverfaliren zur Identifizierung von 
spezifischen Bindepartnern eingesetzt werden. Spezifischer Binde- 
partner an den Rezeptor sind im Sinne der vorliegenden Erfindung 
solche Substan^en, die selektiv an eine tumorspezifische Glyko- 
struktur von CFR-1 binden und vorzugsweise die Fahigkeit zur 
Apoptoseinduzierung besitzen. Diese spezifischen Bindepartner 
konnen fur die Herstellung von therapeutischen Mittein zur Tumorbe- 
kampfung sowie zur Herstellung von diagnostischen Mittein einge- 
setzt werden. 

Die Proteinverbindung wurde als Isoform des CFR-1 durch Reini- 
gung, Sequenzierung und Transfektion bestimmt. Die Spezifizitat fur 
das Antigen 103/51 wird durch Herstellung muriner Antikorper aus 
gereinigten MolekQIen mit identischen Reaktionen und Funktionen 
bestatigt, durch immunhistochemisches Farben und einer MTT- 
Untersuchung von zwei CFR-1 negativen Zellinien, Die Isoform des 
CFR-1 MolekQIs, welches sowohl durch den humanen als auch den 
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murinen Antikdrper festgestellt wurde, ist in den Zellmembranen der 
Epithelzellen lokalisiert und hat ein Expressionsmuster, das sich von 
den bisher fur CFR-1 beschriebenen unterscheidet (Burrus et al., 
1992 Mol.Cell.Biol. 12:5600-5609). 

5 

Das CFR-1 , welches aus hochaffinen FGF Bindeprotein 
(FGF=fibrolast growth factor) aus Huhnerfibroplasten isoliert wurde 
(Burrus et aL, 1992 MoLCell.Biol. 12:5600-5609), bindet in einer gro- 
l^eren Anzahl an FGFs und durfte eine Rolle spielen be! der Reguiie- 

10 rung der Zellproliferation. In Eizellen chinesischer Hamster (CHO) 

wurde CFR-1 im Golgi-Apparat (Burrus et al., 1992 Mol.Cell.Biol. 
12:5600-5609) gefunden, aber es kann ebenso in einer mutierten 
Form ausgeschieden werden (Zuber et al. 1997 J. Cell Physiol. 
170:217-227). In Abhangigkeit vom Organismus wurden zwei Vari- 

15 anten des CFR-1 festgestellt. die Homologien zwischen 80 und 95% 

mit ESL-1 (= E-selectin-ligand 1) und MG-160 (Membransialoglyko- 
protein 160) aufweisen (Burrus et al.. 1992 Mol.Cell.Biol. 12:5600- 
5609; Stieber etal., 1995 Exp.Ceil.Res. 219:562-570; Steegmaieret 
al., 1995 Nature 373:615-620; Mourelatos et al., 1996 DNA Cell.Biol. 

20 15:1 121-1 128) und scheinen keine weiteren Sequenzhomologien mit 

anderen, soweit bekannten Proteinen aufzuweisen. Die Funktion und 
der zellulare Aufbau der CFR-1 und deren Homologen ist relativ un- 
bekannt und widerspruchlich. Es konnte gezeigt werden, daB MG- 
160. welches ein mittleres Golgi sialoglycoprotein dargestellt und aus 

25 Rattenhirn gewonnen wurde, eine Rolle im intrazeilularen FGF Aus- 

tausch spielt (Zuber etal., 1997 J.Cell.Physiol. 170:217-227). 

JQngste Resuitate haben gezeigt. dali die Lokalisierung dieses Pro- 
teins nicht auf den Golgi Apparat beschrankt ist. Dann jedoch, wenn 
30 es am c-terminus abgeschnitten ist. kann das Protein an der Plas- 

mamembran und den Filopodia lokalisiert sein (Gonatas et a!., 1998 
J.Cell.Sci. 1 11:249-260). Dies stimmt Qberein mit der Kenntnis, da(S 
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das dritte Homologe, ESL-1, welches aus mausneutrophilen Proge- 
nitorzellen isoliert wurde (32Dcl3). sowohl im Golgi-Apparat als auch 
an der Zelloberflache von microvilli gefunden wurde (Steegmaier et 
al., 1997 J.Cell.Sci. 110:687-694; Gonatas et al., 1998 J.Cell.Sci. 
5 1 11:249-260). ESL-1 wurde als Ligand von E-selectin in neutrophilen 

Zellen mit einem ungefahren Molekulargewicht von 1 50 kD identifi- 
ziert. Immunprazipitation mit Anti ESL-1 Antikorpern zeigen, daS eine 
nicht naher definierte Isofomi dieses Proteins aus verschiedenen 
Zellen ausgefailt werden konnen, einschlielilich einiger Krebszellini- 
10 en (Steegmaier et al.. 1995 Nature 373:615-620). 

Aufgrund der QbenA/iegend in den Membranen von Krebszellen lie- 
genden Vorkommen des CFR-1, ist der SchluB zu Ziehen, dalJ der 
beschriebene Rezeptor eine Isoform des CFR-1 ist. Eine abweichen- 

1 5 de Zeilverteilung von CFR-1 und seiner Homologe ist wahrscheinlich 

fur die oben genannten Resultate verantwortlich und ist ein bekann- 
tes Phanomen fur andere Proteine (Smalheiser, 1996 MoLBiol.Cell 
7:1003-1014). Eine abweichende Verteilung kann durch ein abwei- 
chendes Glycosilierungsmuster in malignen Zellen verursacht wer- 

20 den, die zu einem Transport zu den Plasmamembranen fuhren. 

Die Gewebeverteilung zeigt, dal^ das CFR-1 MolekUl mit aktivierten 
und prolieferierenden Zellen in Verbindung steht, wie durch Anfarben 
mit dem Antikorper Ki67 gezeigt wurde (Ramires et al., 1997 J.Pathol 
25 182:62-67). Die normale Magenschleimhaut zeigt diesen Rezeptor 

nicht in melibarem Umfang, aber die mit H. pylori infiltrierte Epitheli- 
en Oder displastische Epithelien weisen dieses Antigen auf. Beide 
Gewebe sind prollferativ und konnen Vorgange fCir den Magenkrebs 
sein. 

30 

FOr das Verstandnis der hohen Wirksamkeit entscheidend ist, daG> 
sich im Gegensatz zur Struktur des CFR-1, die sich auch auf gesun- 
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den Zellen findet, die ermittelte Isoform sich nicht auf gesunden son- 
dern ausschlieBlich auf stark prolieferierenden Zellen findet, Zellen 
also, die sich stark teilen, wie beispielsweise die im Wachstum be- 
findlichen Tumorzellen sowie entsprechender Voriauferstufen. Die 
5 Wirkungsweise des Rezeptors beruht im wesentlichen darauf, daR er 

als Energierezeptor der Nahrungsaufnahme der Zellen dient und ins- 
besondere bei Zellen mit haufiger Teilung, zu denen die Karzinom- 
zellen zahlen, einen dominierenden Anteil aufweisen. Ausdrucklich 
anzumerken ist, da& dieser Rezeptor nicht nur bei Magenkarzinomen 

1 0 Anwendung finden wird, sondern auch bei alien epithelialen Tumo- 

ren, die im wesentlichen gleiche Reaktionsmechanismen aufweisen. 
Hinausgehend Dber Magentumore wurde die Existenz dieser Re- 
zeptoren in kanzerogenen Gewebe folgender Tumore nachgewiesen: 
Speiserohre, Magen, Darm, Rektum, Leber, Gallenblase, Bauchspei- 

15 cheldruse, Lunge, Bronchien, Brust, Cervix, Prostata, Cardia, Barrett, 

Eierstock und/oder Uterus. Die tumorwirksamen Antikorper, die an 
den erfindungsgemaBen Rezeptor andocken, wirken also gezielt 
wirksam an den kanzerogenen (und nicht den gesunden) Zellen. 

20 Die Glycoproteine der Rezeptorstmktur konnen Qber deren Moleku- 

largewicht von etwa 130 kD identiflziert werden, wobei sich das Mo- 
lekulargewicht in einer der bekannten Weise, so z. B. vermittels der 
Gelelektrophorese ermittelt werden kann. Der Begriff „etwa" bezieht 
sich darauf, daS fOr einen Fachmann erkennbar ist, daS derartige 

25 GroBenbestimmungen keinesfalls exakt sind, sondern Veranderun- 

gen oder Variationen der Methoden der MolekuiargrbBenbestimmun- 
gen zu Schwankungen in der MeBwerten fOhren. 

Das bedeutendste Anwendungsgebiet des Rezeptors ist das der 
30 Diagnose und Therapie. Bei der prophylaktischen Anwendung wird 

der Rezeptor dem Patienten in pharmazeutischen Dosen verabreicht, 
mit dem Ziel der Stimulierung von Antikorpern, so daB sich im Er- 
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I 

gebnis eine Vaccinierung mit Hilfe des Rezeptors erreichen laBt. Die 
Antikorper tragen Sorge daftir, etwaig entstehende Tumorzellen zu 
beseitigen. 

5 Aber auch die Verabreichung des Rezeptors bei bereits vorhandenen 

Tumorzellen ist eine Moglichkeit der Medikatlon. Die verabreichten 
Rezeptoren unterstutzen und verstarken die AntikSrperbildung und 
sorgen folglicii fur eine eriiohte Apoptose der Tumorzellen oder fur 
eine komplemettvermittelte Lyse. Die Zelle „verhungert". da eine 
10 Blockierung des Rezeptors zu einem Wachstumsstillstand fuhrt. 

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass sich der Re- 
zeptor insbesondere zur BekSmpfung der nachfolgend genannten 
Tumorvorstufen nachweislich eignet. Im Hinblick auf die Erkrankun- 

1 5 gen des Magens eignet sicli der Rezeptor zur Bekampfung der 

Dysplasie der IVIagensciileimhaut und/oder der intestinalen IVletapla- 
sie des IVIagens und/oder der Bekampfung einer Magenschleimhaut- 
entzUndung, die mit dem Bakterium Helicobacter pylori assoziiert ist 
sowie zur Bekampfung tubularer und tubulovilldser Adenome des 

20 Magens. 

Eine Anwendung ist insbesondere auch bei folgenden Erkrankungen 
des Dickdarms angezeigt, namlich der tubularen Adenome des Dick- 
darms, der villosen Adenome des Dickdarms und der Dysplasie bei 
CoHitis ulcerosa. 

25 Der Rezeptor ist gleichermafien geeignet bei Barrett-Dysplasie und 

der Barrett-Metaplasie der Speiserohre. 

Auch zur Bekampfung der nachfolgend genannten Erkrankungen des 
Gebarmutterhalses ist der Rezeptor geeignet: 
Der cervlcalen intraepithelialen Neoplasie I, der cervicalen intraepit- 
30 helialen Neoplasie II und der cervicalen intraepithelialen Neoplasie 

III. 
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SchlieBlich eignet sich der vorbeschriebene Rezeptor auch zur An- 
wendung bei Plattenepithel Metaplasie und Platteneptihel Dysplasie 
des Bronchus. 

Aufgrund der vorbeschriebenen Wirkmechanismen eignet sich der 
Rezeptor grundsatzlich zur Bekampfung von Tumoren der Speisroh- 
re, des Magens, Damis, der Rektums, der Leber, Gallenblase, 
Bauchspeicheldruse. Lunge. Bronchien. Brust, Cervix, Prostata, Car- 
dia, Barrett, Eierstock und/oder Uterus. 

Die Venvendung des Rezeptors zu Diagnosezwecke nutzt die Bin- 
defahigkeit der Antikorper an diesem Rezeptor aufgrund der spezifi- 
schen Antigen/Antikorper-Wechselwirkung. Auf diese Weise la&t sich 
uber die Bindungsfahigkeit an den Rezeptor ein Nachweis fur die 
Existenz, die Lokalisierung und/oder die Menge der entsprechenden 
Antikorper fiihren. Nach den gleichen Reaktionsmechanismen ist 
uber die Bindefahigkeit ein Nachweis des Rezeptors moglich. 

Insbesondere dann, wenn die Antikorper Tumorantikorper sind, kon- 
20 nen sie zum Nachweis fQr die Existenz von Tumoren genutzt werden. 

Insbesondere ist es moglich, den Rezeptor als Tumormarker zu nut- 
zen. 

In einer Weiterbildung kann der Rezeptor zur Herstellung eines An- 
25 titumormittels genutzt werden, in dem potentiell antitumonA/irksame 

Substanzen auf ihre spezifische Bindefahigkeit an den Rezeptor un- 
tersucht werden und bei positiven Ergebnis, d.h. bei Eingehen einer 
Bindung, diese Substanz fQr die pharmazeutische Anwendung ge- 
nutzt wird. Selbstverstandlich ist eine entsprechende Konfektionie- 
30 rung und die Beigabe ubiicher Zuschlagsstoffe zur Herstellung des in 

den Verkehr gelangenden Pharmazeutikums in der ubiichen Weise 
erforderiich. 
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AusdrQcklich klarzustellen bleibt, daB fur die Herstellung von Antitu- 
morarzneien unter Zuhilfenahme des Rezeptors im vorbeschriebe- 
nen Sinne nicht nur humane Antikorper in Frage kommen, sondern 

5 auch Mausantikdrper und/oder humanisierte AntikSrper beliebiger 

Spezles. Gleichermafien gilt dies fur Antikorperfragmente wie z. B. 
Fab und F(ab)2 und/oder Fab -Fragmente, wie sie durch die proteoly- 
tische Spaltung von AntikSrpern erhalten werden. Hierzu zahlen 
weiterhin Einzelstrangantikorper und/oder tetramere und/oder dimere 

1 0 Antikorperform und/oder bispezifische Antikorper, 

Weiterhin ist bekannt, dass humane Tumorantigene. die in Mausen 
immunogen sind, zur Erzeugung monokionaler Mausantikorpern 
verwendet werden, und die in der Lage sind, das humane Antigen 
15 spezifisch zu erkennen und deshalb geeignet sind, bei i\/lenschen 

therapeutisch verwendet zu werden. 

Aufgabe der zugrundeiiegenden Erfindung ist die Ermittlung der 
Rezptorstruktur sowie deren Verwendung. Allerdings ergibt sich das 
20 Problem, dass die wiederholte Injektion von Jremden" Antikfirpern 

bsp. Mausantikorpern in Menschen sowohl zu nachteiligen Hyper- 
sensibilitatsreaktion sowie erhohten Clearence-Rate der zirkulieren- 
den Antikorpern fQhren, sodass die Antikorper ihre Zielstelle nicht 
erreichen. 

25 

Aus diesen GrQnden bedarf es eine Oberpriifung der therapeutischen 
Verwendbarkeit von Mausantikorpern. Dessen ungeachtet ist die 
VenA/endbarkeit im Zusammenhang mit diagnostischen Verfahren 
uneingeschrankt. Auch besteht die Moglichkeit. humanisierte 
30 Mausantikdrper abzuleiten und zu therapeutischen Zwecken zu nut- 

zen. Auch hier ist entscheidend, daB nicht nur die bereits vorliegen- 
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den Tumore sondern auch prakanzerogene Strukturen mit Hilfe die* 
ser Diagnoseverfahren ermittelbar sind. 

Neben dem vorbeschriebenen Rezeptor wird weiterhin Schutz bean- 
5 sprucht fOr einen spezifisch hieran bindenden Mausantikorper, des- 

sen Struktur durch die Aniagen A, B definiert ist. Die fur alle Antikor- 
per identischen Regionen wurden nicht wiedergegeben; beansprucht 
und dargestellt wurden jene fur den individuellen Antikorper charak- 
teristischen Regionen. 

10 

Im Ergebnis eriaubt es der in seiner Struktur beschriebene Rezeptor, 
der als Isoform zu CFR-1 zu bezeichnen ist, eine Therapie und Dia- 
gnose nicht nur von Tumoren sondern auch prakanzerogene Struktu- 
ren. Daruber hinaus wird ein spezifischer hieran bindender Mausan- 
15 tikorper in seiner Struktur beschrieben. 



20 



gife(iirfliiflD®[]ii [ii(i(tllT]@dl@[rB 



Zellkultur und Antikorperremigunq 

25 FOr alle Untersuchungen wurde die bekannte Magenadenokarzinom- 

Zellinie 23132 (Hensel et al. 1999, Int.J.Cancer 81:229-235) venA/en- 
det. Die Zellen wurden bis zu 80% Konfluenz in RPMI-1640 (PAA, 
Wien Osterreich) erganzt mit 10% PCS und Penicillin/Streptomycin 
(1% fur beide) gezQchtet. Fur die beschriebenen Untersuchungen 

30 wurden die Zellen mit Trypsin/EDTA getrennt und zweifach mit 

Phosphat gepufferter KochsalzlOsung (PBS) vor Benutzung gewa- 
schen. 



03/011907 
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Die menschliche Hybridomazelllinie 103/51 wurde gewonnen und 
gezQchtet wie beschrieben in Vollmers et al., 1994 Cancer 74:1525- 
1532. Die Reinigung der IgM AntikSrper wurde in der Weise vorge- 
nomrnen wie andenweitig bereits beschrieben (Vollmers et al., 1998 
Oncol.Rep. 5:549-552). 

Praparation von Membranauszugen 

Die Isolierung der Membranproteine aus Tumorzellen wurde in der 
Weise, wie sie durch Hensel et al. (Hensel et a!., 1999, IntJ.Cancer 
81:229-235) beschrieben wurde, unter Benutzung der Zelllinie 23132 
duchgefQhrt. VerkQrrt wiedergegeben wurden die zusammenhan- 
genden Tumorzellen zweimal mit PBS gewaschen, mit einem Zeli- 
schaber abgelost und zentrifugiert, und in einem hypotonischen Puf- 
fer (20 mM HEPES, 3 mM KCI, 3mM MgCb) aufgelost. Nach einer 15 
Min. Inkubationszeit auf Eis und einer Ultraschalibehandlung fur 5 
Min., wurden die Kerne durch Zentrifugieren bei 10.000 g fur eine 
Dauer von 10 Min. pelletiert. Das Supernatant wurde fiir 30 Min. bei 
100.000 g in einem Swing-out rotor zentrifugiert und hierdurch die 
IVIembran pelletiert. Nachdem die Pellets mit dem hypotonischen 
Puffer gewaschen wurde, wurden sie in einen Membran Lysis Puffer 
(50 mM HEPES pH 7.4, 0,1 mM EDTA, 10% Glycerol, and 1% Triton 
X-100) erneut aufgelcist. Ein Protease Inhibitor (Boehringer, Mann- 
heim, Deutschland) wurde alien Losungen zugeben. 

Western blotting: 

Die Auftrennung durch 10 %ige SDS-PAGE Gele und Western blot- 
ting der Protelne wurden unter Standardbedienungen, wie andenwei- 
tig beschrieben (Hensel et at., 1999. Int.J.Cancer 81:229-235), 
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durchgefuhrt. VerkUrzt wiedergegeben wurden die geblotteten Nitro- 
zellulose -Membrane mit PBS blockiert. welches 2 % Magermilchpul- 
ver enthielt, dem eine einstundigen Inkubation mit 10 pg/ml gerei- 
nigtem Antikorper 103/51 folgte. Nach dreimaligem Waschen mit 
5 PBS + 0,05% Tween-20 wurde der zweite Antikorper (Peroxidase 

gekoppelte Hasen antihumane IgM Antikorper (Dianova, Hamburg, 
Deutschland)) inkubiert. Die Reaktion wurde mit Hllfe des Supersi- 
gnal Chemiiumineszenz kits von Pierce (KMF, St. Augustin, 
Deutschland) nachgewiesen. 

10 



15 Reiniqunq des Antigen 103/51 



Die Reinigung des Antigens wurde mit Saulenchromatographie unter 
Ven/vendung einer Phamriazia (Freiburg, Deutschland) FPLC Einheit 
durchgefuhrt. Fur die GroBenausschiuli-Chromatographie wurde ei- 

20 ne Pharmazia Superdex 200 (XK 16/60) SSule mit 5 mg des Mem- 

branpraparates geladen und mit einem Puffer A betrieben (100 mM 
Tris/CI, pH 7.5,2 mM EDTA, 40mM NaCI. 1% Triton X-100). Dann 
wurde das Eluat fraktioniert und durch Western blot Analyse auf Re- 
aktionen mit Antikorpern 103/51 untersucht. Die positiven Fraktionen 

25 . wurden auf einer MonoQ (5/5 Saule) unter Venwendung des Puffers 

A gegeben. Die gebundenen Proteine wurden mit Hilfe eines linearen 
Gradienten unter Verwendung des Puffers B (100 mM Tris/ CI. pH 
7.5.1 M NaCI, 2 mM EDTA, 1 M NaCI. 1% Triton X-100) ausgewa- 
schen, fraktioniert und mit Coomassiegefarbtem SDS-PAGE and 

30 Western blot Analyse untersucht. Die positiven Banden wurden aus 

dem Gel getrennt und sequenziert oder zur Immunisierung von MSu- 
sen genutzt. 



( 
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MALDI peptide Aufzeichnunq 

5 Die interessierenden Banden wurden herausgetrennt und in kleine 

Stucke von etwa 1mm x 1mm zerschnitten. Die Gelstiicke wurden 
gewaschen, mit DTT reduziert, S-Alkyliiert mit lodoacetamid und In- 
Gel aufgelost mit Trypsin (unmodifiziert, Sequenzgrad, Boehringer) 
wie anderweitig beschrieben (Shevckenko et al., 1996b AnaLChem. 

10 . 68:850-858). Nach 3 Stunden der Verdauung bei 37°C wurden 0.3 pi 

der L5sung entfernt und einer MALIDI peptid Massenspektrometrie 
auf einenn Bruker Reflex MALDI-TOF unterzogen, welches mit einer 
nachtraglichen Extraktion (Brucker, Franzen, Bremen, Deutschland) 
ausgerustet war. Die Dunnfilmtechnik wurde zur Probenpraparierung 

15 angewendet (Jensen et al., 1996 Rapid. Commun.Mass.Spectrom 

10:1371-1378). Die tryptischen Peptid-Massen wurden dazu verwen- 
det, um nicht redundante Proteinsequenzdaten durch ein Peptid- 
Suchprogramm, das im Hause entwickelt wurde, zu suchen. 

20 

Klonen des CFR-1 Antisense-Vektor und Transfektion 

RNA Isolierung, cDNA Synthese und PGR wurden wie beschrieben 
(Hensel et al.. 1999 Int.J.Cancer 81:229-235) durchgefOhrt. VerkOrzt 

25 wiedergegeben wurde fur die Amplification von PGR aus einem 897 

bp Fragment aus einem Bereich von 802 bis 1699 Basenpaare fol- 
gende Primer benutzt: CFR-fur 5' 
GCTTGGAGAAAGGCCTGGTGAA 3\ CFR-Rev 5' 
TGGCAC7TGCGGTACAGGACAG 3'. Die Amplification wurde mit 

30 folgendem Zyklusprofil durchgefuhrt: 95''G, 2 Min; nachfolgend 35 

Zyklen bei 94°C, 30 sec; 60X, 30 sec; 72°G 60 sec. und abschlie- 
Bend 72 X, 4 min. Die Klonierung in den pGR- Skript Amp SK (+) 
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Vektor unci das Sequenzieren der DNA wurde wie frQher schon be- 
schrieben (Hensel et al., 1999 IntJ.Cancer 81:229-235) durchge- 
fQhrt. Der Insert wurde in den pHool<-2 Vel^tor (Invitrogen, Leek, Nie- 
derlande) subkloniert und das Klonen wurde erneut durcli Sequen- 
5 zierung Qberpruft. 

Die Transfektion der Zeilinie 23132 mit pHook2-anti CFR-1 wurde mit 
einem Primefaktor Reagenz (PQLab, Eriangen, Germany) entspre- 
chend dem Lieferantenhandbuch vervolistandigt In Kurze, dass 
Plasmid DNA wurde auf 10 pg/ml verdunnt und das Primefaktorrea- 

1 0 genz im Verhaltnis 1:10 einem serumfreien Wachstumsmedium bei- 

gegeben. Die verdunnte Plasmid DNA ( 450 |jl). das verdQnnte Pri- 
mefaktorreagenz erganzend (90 pi) und das serumfreie Waclis- 
tumsmedium (460 |jl) wurden vermischt und bei Raumtemperatur 
inkubiert. 60 ml Zellkulturschalen (70% konfluent) wurden zweimal 

15 mit dem serumfreien Wachstumsmedium gewaschen und anschlie- 

Bend die Primefaktor/DNA-Mischung tropfenweise hinzugegeben. 
Die Zellen wurden inkubiert fur 18 Stunden bei 37°C and 7% CO2. 
anschlieliend wurde das serumfreie Wachstumsmedium ersetzt 
durch ein Wachstumsmedium mit 10% PCS und die Zellen wurden 

20 weltere 24 Stunden inkubiert, bevor die Expression der CFR-1 

Struktur untersucht wurde. 

Durchflusszytometrie 

25 

Die Zelilinie 23132 wurde von den Kulturplatten durch Trypsin /EDTA 
48 Stunden nach der Transfektion abgelost, gewaschen und an- 
schlieliend auf Eis mit dem Antikbrper 103/51 oder dem humanen 
Isotyp-kontrol Antikorper (Chromopure human IgM) fur 15 min. inku- 
30 biert, gefolgt von einer Inkubation mit einem FITC-gekoppelte Hasen 

Anti-Human IgM Antikorper (Dianova) fur 15 Min. auf Eis. Die Anti- 
korper wurden optimal in der 0,01% Natriumazid PBS enthalten ver- 
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dQnnt. Die Zellen wurden mit Durchflusszytometrie (FACScan; Bec- 
ton Dickinson. USA) analysiert. 



GIvcosidaseassavs 



Abgeloste und gewaschene Zellen werden erneut in RPMI-1640, 
10 welches 10% FCS entiialt, suspendiert und fOr 1 Stunde auf Eis in- 

kupiert, anschlieUend gezahit und die Cytospins prapariert. Nach 
Lufttrocknung, Acetonfixierungen der Cytospins Praparate (10 Min), 
gewaschen, inkubiert mit 20 |jU/ml 0-Glycosidase oder 5 mU/ml N- 
Glycosidase (Boehringer) fur 4 Stunden bei 37°C. AnschlieBend 
1 5 wurden die Objekttrager gewaschen und immunhistochemisch ge- 

farbt. 

FQr die Degiycosylation der Membran-Proteine wurden die i\/lembra- 
nextrakte fur 16 Stunden bei 37X mit 1 mU/ml N-Glycosidase, ver- 
dQnnt in Degiycosylation Puffer (50 mM POO-Buffer, pH 7,4) inku- 
20 biert. Zur Kontrolle wurden die Extrakte mit Degiycosylation Puffer 

allein inkubiert. Dann wurden die Extrakte durch SDS-PAGE sepa- 
riert und die Western blots, wie oben beschrieben, durchgefuhrt. 



25 Herstellunq murine monoklonaler Antikorper 

BALB/cMause wurden zweimal innerhalb 17 Tage mit 5 pg gereinig 
ten Antigen des Antikorpers 103/51 immunisiert, und 4 Tage nach 
der zweiten Immunisierung getotet. Die Milz wurde mechanisch ent 
30 fernt und mit 1 x 10^ NSO Zellen. wie fruhrer schon beschrieben 

(Vollmers et al,. 1985 Cell 40:547-557), verschmolzen. Die Antikor- 
per produzierenden Hybridome wurden durch immunohistochemi- 
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sche Farbung und der Reaktion in der Western blot Analyse getestet. 
Der Klon 58/47-69 mit positiver Reaktion wurde fur die weiteren Ex- 
perimente genutzt. 



Immunohistochemisches Farben der Paraffin Sektionen 

In Paraffin eingebettete menschliche Magenschieimhaut mit Tumor- 
zellen wurde zerkleinert (5pg), entparaffiniert. und blockiert mit BSA 
(15 mg/ml), welches in PBS verdunnt ist, fur 30 Min. Die Sektionen 
wurden inkubiert mit dem Oberstand der Hybridoma Zellen 103/51 
Oder 58/47-69, Ki 67 (Loxo, Dossenheim. Deutschland) oder 
Mausanti-cytokeration 8 Antikorper, verdOnnt auf 1:15 mit BSA/PBS 
(Dako, Hamburg, Deutschland) fur 2 Stunden in einem feuchten In- 
kubator. AnschlieSend wurden sie dreimal Tris/NaCI, gewaschen, 
gefolgt durch eine Inkubation mit Peroxidase-gekoppelten Hasen 
antihuman oder Hasen Antimaus-Konjugate (Dako), verdunnt auf 
1:50 in PBS enthaltend ein Hasenserum (fur den Antikorper 103/51) 
Oder in PBS enthaltend menschliches AB Plasma (fQr Antikorper 
58/47-69 und Anti-Cytokeratin). Nach dreimaligen Waschen mit 
Tris/NaCI und Inkubation in PBS fQr 10 Min. wurde das Farben mit 
Diaminobenzidine (0,05%)-Hydrogen Peroxyd (0.02%) fQr 10 Min. 
bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Reaktion wurde unter laufen- 
dem Wasser gestoppt und die Sektionen wurden mit Hematoxylin 
gegengefarbt. 



Immunohistochemisches Farben von lebenden und Aceton fi- 
xierten Zellen 
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FQr das Farben lebender Zellen wurden die Zellen herausgelost, ge- 
waschen und verdQnnt auf 1 x 10^ Zellen pro ml. 1 ml der ZelllSsung 
werden bei 1 .500 g fQr 5 Min. zentrifugiert. Der auf 40 pg/ml mit voll- 
standigen RPMI verdunnte Antikorper wird zu einem Endvolumen 
5 von 1ml erganzt und fur 90 Min. auf Eis inkubiert. Dann werden die 

Zellen bei 1 .500 g fur 5 Min. pelletiert und wieder aufgelost mit 500 pi 
RPMI. Mit 200 pi der Zelllosung werden die Zytospinpraparate prapa- 
riert und fur 30 Min luftgetrocknet. Die Zellen werden in Aceton fur 30 
Min. fixiert und dreimal mitTris/NaCI gewaschen. Die HRP- 
10 gekoppelten Hasen antihumanen IgM (DAKO) werden 1:50 in 

PBS/BSA (01 ,%) verdQnnt und fur 30 Min. bei Raumtemperatur inku- 
biert. Nach dreimaligem Waschen wird das Farben, wie oben er- 
wahnt, durchgefuhrt. 

Fur das Farben der azeton-fixierten Zellen werden die Zytospins pra- 
1 5 pariert. bei Raumtemperatur luftgetrocknet und, wie oben beschrie- 

ben, in Azeton fixiert. Dann werden die Zytospins fur 15 Min. mit 
PBS/BSA (0,1%) blockiert und fur 30 Min. mit 10 pg/mi primarer Anti- 
korper inkubiert und anschlie&end dreimal gewaschen. Die Inkubati- 
on mit den sekundaren Antikdrpern und das Farben wird, wie oben 
20 beschrieben, durchgefOhrt, 



25 

MTT-Proliferation Untersuchuna 

Die MTT- Untersuchung der bekannten ZelHinie 23132 wurde wie 
beschrieben (Vollmers et al., 1994 Cancer 74:1525-1532) durchge- 
30 fuhrt. VerkQrzt wiedergeben wurden die trypsinizierten Zellen mit 

Wachstumsmedium auf 1x10® Zellen/ml verdQnnt und eine 50 pi 
Zellsuspension wurde jeder Vertiefung eine 96-Loch Zellkulturplatte 
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zugegeben. Dann wurden 50 [il der Antikorper, verdiinnt in den an- 
gegebenen Konzentrationen mit Wachstumsmedium. zu diesen Ver- 
tiefungen addiert und die Flatten wurden fur ein oder zwei Tage bei 
37*" C in einen feuchten Inkubator inkubiert. Zur Messung wurden 50 
5 |jl auf MTT (3(4,5 Dimethylthiazol)-2,5 Diphenyltetrazolium bromid) 

Losung (5 mg/mi) in jede Vertiefung gegeben und die Flatten wurden 
fur 30 Min. inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Flatten bei 800 
g fur 5 M\n. zentrifugiert, die MTT Losung entfernt und das gefarbte 
Zellpellet in 150 \i\ Dimethylsulphoxid auf lost und die Absorption bei 
1 0 einer Wellenlange von 540 nm und 690 nm gemessen. 

■ 

Methoden zur Bestimmunq der Sequenz von CFR-1 

15 Die Praparation von RNA fur die cDNA-Synthese erfolgte mit Hilfe 

des RNeasy-Kits von Quiagen. Zur Vorbereitung wurden 1x10^ Zel- 
len zweimal mit eiskaltem FBS gewasclien und mit 1.000 x g fOr 5 
min pelletiert und entsprechend der Herstellerbeschreibung die RNA 
prSpariert. 5 pg RNA (1-5 pi Losung) wurden mit 1 p' Oligo-dTis (1 

20 pg/pl) und 2 pi random primer (40 pM) gemischt und auf ein Ge- 

samtvolumen von 8 pi mit H2O aufgefQIIt. Es erfolgte die Denaturie- 
rung der RNA fur 10 min bei 65X und anschlieBend die Abkuhlung 
der Frobe auf Eis. Zu dieser wurden dann 17 pi Mastermix, beste- 
hend aus 5,2 pi DEFC-H2O, 5 pi 5fach Reverse-Transkriptase-Fuffer, 

25 2.5 pi dNTFs Ge 10 mM), 2,5 pi DTT (250 mM). 0.8 pi RNasin (400 

U) und 1 pi M-MLV Reverse Transkriptase (200 U) pipettiert. Die 
Synthese der cDNA erfolgte fur 70 min bei 37**C und wurde an- 
schlieBend durch eine Erhitzung auf 95°C fOr 5 min abgebrochen. 1- 
5 pi der cDNA wurden mit dem FCR-Mastermix gemischt und auf 25 

30 pi Gesamtvolumen mit H2O aufgefOllt. Der PCR-Mastermix besteht 

aus 2,5 pi lOfach Taq-Folymerase-Fuffer, 0,5 pi 10 mM NTFs, 1,5 - 
2 pi 25 mM MgC!2, je 0,5 pi 20 pM 3' bzw. 5' Frimer und 0.2 pi Taq- 
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Polymerase (1 U). Die Amplifikationsbedingungen fur die verschiede- 
nen PCR-Produkte sind in der folgenden Tabelle aufgefOhrt. 

Obersicht der zur Ampflikation der verschiedenen cDNAs verwende- 
ten PCR-Programme 



Produkt Annealing in MgClz Extensionszeit Zyklen Produktgrd&e 

[X] [mM] [sec] [bp] 

10 

Fragment 1 55 1,75 45 40 691 

Fragment 2 60 . 1,5 45 40 898 

CFR Fragment 3 55 2,0 45 40 739 

Fragment 4 55 2,0 45 40 941 

15 Fragment 5 55 2.0 45 40 750 



Primer-Sequenzen 



20 



25 



30 



Sequenzen der fur die PGR verwendeten Oligonukleotide 



CFR 








CFR-For 1 


5' 


OGC AGC TTC AGC AGC AAC AGC A 


3' 


CFR-Rev 1 


5' 


CAG CTC AGC CAC CCG GAG AAT G 


3' 


CFR-For 2 


5' 


GCT TGG AGA AAG GCC TGG TGA A 


3' 


CFR-Rev 2 


5' 


TGG CAC TTG CGG TAC AGG ACA G 


3' 


CFR-For 3 


5' 


GAA CAC CGT CTC TTA GAG CTG C 


3' 


CFR-Rev 3 


5' 


GCT TCC TGC AGA GTG TCA TTG C 


3' 


CFR-For 4 


6' 


GGA GGA CGT GTT GAA GCT TTG C 


3' 


CFR-Rev 4 


5' 


CCA GGG CAC AAG CAG TAT GAA G 


3' 


CFR-For 6 


5' 


CAA CAG CAG ACA GGT CAG GTG G 


3' 


CFR-Rev 5 


5' 


CCG GAA GTT CTG TTG GTA TGA G 


3' 



35 



Die Sequenzierung erfolgte mit einem Sequenzierautqmaten der 
Firma AppliedBiosystems. Fur die Sequenzierung klonierter PGR 
Produkte wurden die folgenden Oligos ven/vendet: 



22 



PCT/DE02/02699 



Ta 5' ATT TAA CCC TCA CTA AAG GG 3' 

Ty 5' GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C 3' 

3 |J| Plasmid-DNA, isoliert wie unter 2.4.15. beschrieben, wurden mit 
1 |jl Primer (3,2 pM), 1 1 |jl H2O und 5 \}\ Reaktionsgemisch des Abi- 
Prism Sequencing Kits gemischt und im Thermocycler fiir 25 Zyklen 
mit den folgenden Parametern inkubiert: 

DenaturierunQ Annealing Extension 

95°C, 30 sec 52^0, 15 sec 60"C, 4 min 

■ 

Zum Eritfernen von Oligos und dNTPs wurde das Reaktionsgemisch 
uber eine Sephadex G-50 Saule gereinigt. Hierzu wurde eine 100 pi 
Pipettenspitze bis zum oberen Rand mit Saulenmaterial beladen und 
fiir 3 min bei 2.000 x g zentrifugiert. AnschiieBend wurde die Probe 
aufgegeben und das Saulchen noclimals zentrifugiert. Die DNA wur- 
de dann durch 2 |jl Na-Azetat (pH 5,2) und 50 |jl 100% Athanol aus- 
gefallt und durch eine Zentrifugation bei 13.000 x g fur 15 min pelle- 
tiert. Nach dem Trocknen wurde die DNA in 3 pi Formamid/25 mM 
EDTA (5:1) aufgenommen und im Sequenzierautomaten analysiert. 

Auswertung der Sequenzierungen 

Von alien Klonierungen wurden mindestens funf Klone sequenziert. 
Um Fehler zu beseitigen, die bei der Amplifikation mit der Taq- . 
Polymerase bzw. der Sequenzierung entstanden sind, wurden die 
Sequenzen der klonierten PCR-Fragmente mit Hilfe der DNAsis for 
Windows Software untereinander verglichen und eine Konsensus- 
Sequenz aller Klone aus beiden Leserichtungen erstellt. Durch Um- 
schreiben der DNA-Sequenzen in Aminosaure-Sequenzen wurde 
dann die Anzahl der stillen Mutationen und der Aminosaure- 
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austauschmutationen bestimmt. Die Sequenzen flir MG160 und CFR 
wurden aus der NCBI-Datenbank bezogen und mit dem DNAsis fur 
Windows Programm mit Sequenzierungen der PCR-Produkte vergii- 
chen. 

5 

Figuren und Tabellen 

Figur 1: Identifizierung des Antigens des Antikorpers 103/51 

a) Proteinreinigung des Antigens aus Membranextrakten der Magen- 
krebszellinie 23132. Die IVIembranfraktionen werden chromatogra- 
phisches Verfahren unterworfeh und Ganzmembranfraktionen (Reihe 
2) Oder gereinigte Proteine (Reihe 3) werden mit Coomassie einge- 
farbt (Reiiie 1:10 kDa Tabelle). Die Western Blot Analyse mit dem 
Antikorper 103/51 auf Membranfraktionen der Zellinie 23132 ange- 
wendet zeigt eine Reaktion mit einem Protein mit Molekulargewicht 
von naherungsweise 130 kD (Reihe 4). Spezifitaten der gereinigten 
Membranextrakte wurde durch Westernblotting mit 103/51 kontrolliert 
(Reihe 5). Das durch einen Pfeil gekennzeichnete Protein wurde aus 
praparativem Gel gewonnen und fiir MALDI Massenspektromtrie und 
die Immunisierung von M^usen genutzt. 

b) Identifizierung der 130 kDa gelseparierten Proteine durch hoch- 
auflosende MALDI peptid Massenspektrometrie. Die mit , *" bezeich- 
neten Spitzen geben die berechneten Massen der tryptischen Pepti- 

25 de des U2881 1 humanen systeinreichen fibroblast growth factor re- 

ceptor (CFR-1) mit einer Massengenauigkeit von mehr als 50 ppm 
wider. Die mit „T" bezeichneten Spitzen entsprechen den Autolyse- 
produkten des Trypsin. Der Einschub zeigt eine Massenauflfisung 
(m/Am = 9000) der Spitzen bei m/z 1707.818. 



10 



15 



20 
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Figur 2: EinfluB der CFR-1 Antisense-Transfektion auf Farbungen 
von Antikorpern 103/51 und Lebendzellfarbung (VergroRerung 200x). 

a) Die Zellinie 23132 wurde mit Kontrollvektor vorubergehend transfi- 
5 ziert und die Azetonfixierung zeigt eine intensive Farbung mit Anti- 

korper 103/51. 

b) Eine reduzierte Einfarbung von kurz mit CFR-1 Antisensevektor 
transfektierten Zellen ist sichtbar. 

c) Urn den Hintergrund im immunohistochemischen Farbungen zu 
1 0 verringern, wurden Lebendzelle der Zellinie 231 32 eingefSrbt. Eine 

deutliche MembranfSrbung ist sichtbar. 

d) Zur Kontrolle eine Lebendzellfarbung (nur sekundare Antikorper) 
der Zellinie 23132. 

e) Das negative Lebendzellfarbung der Zellinie Colo-699 mit dem 
15 Antikorper 103/51 zeigt, daR diese Zellinie fur CFR-1 negativ ist. 

f) Zur Kontrolle Lebendzellfarbung (nur sekundare Antikorper) mit der 
Zellinie Colo-6g9. 

g) DurchfluBzytometrie mit der Zellinie 23132 mit Antikorpern Chro- 
mopur human IgM (grau) und 103/51. 

20 h) Analyse von Zellen, die mit dem Kontrollvektor pHOOK-2 transfi- 

ziert sind, mit Durchflulizytometrie 48 Stunden nach der Transfekti- 
on. 

i) Zellen, die mit dem CFR-1 Antisense-Vektor transfiziert sind, zei- 
gen einen deutlichen Abfall in der Bindung des Antikorpers 103/51. 

25 



Figur 3: EinfluB der Deglycosylation auf die Farbung mit Antikorper 
103/51 

a) Zellen (23132) mit Deglycosylationspuffer inkubiert und Azeton 
30 fixiert zeigen eine intensive Farbung mit Antikorper 1 03/51 . 
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b) Zellen (23132), die mit N-Glycosidase behandelt und anschlie- 
Bend Azeton fixiert wurden, zeigen eine deutliche Verringerung der 
F§rbung. 

c) Der EinfluS des Declycosylation auf Membranextrakte der Zellinie 
5 23132 in Reaktion mit dem Antikorper 103/51 in Westernblot- 

Analyse. Die fur 16 Stunden mit Declycosylationspuffer (Puffer) inku- 
bierten Extrakte zeigen keinen Unterschied im Farben im Vergleicli 
zu unbehandelten Extrakten (Kontrolle). Die Inkubation mit N- 
Glycosydase fiihrt zu einer deutllchen Verminderung im Farbung (N- 
10 Glyco). 



Figur 4: Immunoliistochemische Farbung mit murinen Antikorpern 
58/47-69 und 103/51 auf Magenadenokarzinomen 

15 Urn identische Spezifizitat des Antikorpers 103/51 und des murinen 

Antikorpers 58/47-69 zu zeigen, wurde Magenadenokarzinomzellen 
vom diffusen Typ eingefarbt mit Hamatoxiiin-Eosin (a), Antikorpern 
103/51 (b) und 58/47-69 (c), und Antizytokeratin 18 als positive Kon- 
trolle. Die identische Farbung in c und d zeigt identische Spezifitat 

20 (Pfeile = Tumorzellen). 



Figur 5: Immunhistochemische Farbung des Antikorper 103/51 auf 
verschiedenen Magengeweben 
25 Cryosektionen von Magengeweben werden mit HE, Antikorper Ki67 

(urn die proliferierenden Zellen anzuzeigen) und Antikorper 103/51 
gefarbt (VergroBerung x100) 

a) Magengewebe mit Entzundungen 

b) H. pylori induzierte Gastritis (die EinschQbe zeigen eine VergrSRe- 
30 rung der markierten Drusen) 

c) Dysplasi 

d) Magenadenokarzinom 
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Figure: Immunhistochemisches Farbung mit Antikorper 103/51 auf 
verschiedenen kanzerogenen und normalen Geweben 
5 Das Farben der AntikOrper 103/51 wird bei folgenden Geweben ge- 

zeigt: Karzinom des Vater-GefaBes (a), lobular invasives Brustkarzi- 
nom (b), Adenokarzinom des Darmes und keine Farbung der nor- 
malen Becherzelle der Darmschleimhaut (c), Leberzellenkarzinom 
(d), glomerulare und fasciculare Bereiche der Nebennierenrinde (e), 
10 SammelgefaiSe der nierenspezifischen Farbung des Golgi-Apparates 

(Pfeil) (f). Die Pfeile in a - d zeigen Tumorzellen, der rote Pfeil in (c) = 
Becherzellen, der Pfeil in (f) deuten den Golgi-Apparat an (VergroRe- 
rung 400x, mit Ausnahme (g) 200x). 

15 

Figur 7: Stimulation derZellinien mit Antikorpern 103/51 und 58/47- 
69 durch kolorimetrische MTT-Untersuchung bestimmt 

a) Die Titration mit gereinigtem Antikorper 1 03/51 zeigt ein Anwach- 
sen der Stimulation bis zu 4 pg/ml. Hohere Konzentrationen fiihren 

20 nicht zu einer hoheren Stimulation (c = Control, keine Zugabe von 

Antikorper). 

b) Eine MTT-Untersuchung mit gleichen Konzentration (4 ^Jg/ml) von 
gereinigten Antikorpern 103/51 und 58/47-69 zeigen vergleichbare 
Stimulationen der Tumorzeilinien 23132 nach ein oder zwei Tagen 

25 Inkubation (Kontrolle 1 = Chrompur humanes IgM, Kontrolle 2 = un- 

korreliertes Maus IgM). 

c) Die Zellinie 23132 wurde vorQbergehend mit dem Kontrolvektor 
pHOOK-2 Oder CFR-1 Antisense-Vektor transfiziert, fur 24 Stunden 
inkubiert und in einer MTT-Untersuchung nach Stimulation mit 4 

30 pg/ml gereinigtem Antikorper 103/51 nach 24 Stunden getestet Die 

nicht transfizierten Zellen wurden ebenso zur Kontrolle inkubiert 
(Kontrolle = nichtkorrelierter humaner IgM). 
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d) Eine MTT-Untersuchung mit gleichen Konzentrationen (4 pg/ml) 
des Antikorpers 103/51 auf unterschiedlichen Epithelialtumorzellinien 
zeigen eine Stimulation nur der CFR-1 positiven Zellinien 23132 24 
Stunden nach Beigabe des Antikorpers. Die CFR-1 negativen Zellini- 
5 en Colo-699 und EPLC-272H zeigen keine Stimulation durch den 

Antikorper 103/51. 



Tabelle 1: Reaktionsmuster des Antikorpers 103/61 mit verschiede- 

1 0 nen Geweben 

Die Farbung mit Antikorpern wurde wie folgt bewertet: 
- = kein Farben. + = maBiges Farben, ++ = intensives Farben. HCC = 
Hepatozellenkarzinom (Leberzellenkrebs), ^ Proiiferationsbereich, 
Driisenvertiefung, ^Glomerular, Fascicularbereicli (Membranfarben), 

1 5 ^Sammelgefafie des retikularen Endothelgewebes. 



Aniage A 
Aniage B 

Aniage S: Vergleich der Aminosauresequenz der aus der Zellinie 
20 23132 gewonnenen CFR-1 mit den bereits veroffentlichten Sequen- 

zen von CFR-1 und MG160. 

Diese Vergleichsversuche beweisen zunachst, daB das aus der Zel- 
linie 23132 gewonnene CFR-1 -Protein nicht identisch ist mit den vor- 
bekannten CFR-1 -Sequenzen sondern demgegenuber eine Isoform 
25 darstellt. Neben den Unterschieden gegenuber den vorbekannten 

und veroffentlichten CFR-1 und MG160 ist die Arninosauresequenz 
einer speziellen AusfOhrungsform des allgemein beanspruchten Re- 
zeptors abgesehen und von dem ersten und speziell gekennzeich- 
neten Positionen eindeutig festgelegt. 
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RESULTATE 

Reinigung und Identifizierunq des Antigens 103/51 
Die Western Blot Analyse wurde benutzt, urn zu zeigen. daB der An- 
5 tikorper 103/51 an ein etwa 130 kD Membranprotein auf einer Ma- 

genkrebszelle bindet. Die Vorreinigung dieses Proteins erfolgte durch 
sequenzielle GrbBenausschluli- und Anionenaustauschchromato- 
graphie (Fig. la). Das Protein wurde gewonnen aus einer Coomas- 
sie-gefarbten praparativen SDS-PAGE, ein Anteil hiervon wurde be- 

10 nutzt, urn monoklonale Mausantikorper herzustellen (siehe unten) 

und der andere Teil wurde benutzt, urn das Protein nach dem Ver- 
fahren. wie es Shevchenko et al. (1996 Proc.Natl.Acad.Sci.U.S.A. 
93:14440:14445) beschrieben hat, zu identifizieren. Nach 3 Stunden 
in Geldigestieren mit Trypsin, wurden ca. 1% des insgesamt dige- 

15 stierten Volumens entfernt und einer hochgenauen MALDI peptid 

Massenspektrometrie (der Rest wurde fur eine Nanoelektrospraya- 
nalyse aufbewahrt, da eine MALDI MS nicht zu einer definierten 
Identifikation ftihrte). Trotz des im Femtomolbereich liegenden Ver- 
brauches des Proteindigestes fUr die MALDI-Analyse ergab die Un- 

20 tersuchung 35 Peptide der CFR-1 Sequenz mit einer Massengenau- 

igkeit innerhalb von 50 ppm. Diese Peptide bilden 29% der CFR-1 
Sequenz und identifizieren das Protein auf diese Weise das Protein, 
das ein errechnetes Molekulargewicht von etwa 134 kD hat (Burrus 
etal., 1992 Mol.Cell Biol. 12:5600-5609) (Fig. lb). 

25 

Der Effekt der vorubergehenden Transfektion der Zellinie 23132 
mit dem CFR-Antisense-Vector auf die Farbunq des Antikdrpers 
. 103/51 und Farbung von Lebendzellen 
30 Wir untersuchten den Effekt der Antisensetransfektion der Magen- 

krebszellinie 23132 unter Benutzung der Immunohistochemie und 
Durchflulizytometrie. Zu diesem Zweck wurde ein 897 bp PGR- 
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Fragment des CFR, aus dem Bereich der Basenpar 802 und 1 699 
entnommen, mit dem pHOOK-2-Vector im Antisensesinne im Bezug 
zum CMV promoter geklont. Die gewaschenen Zellen wurden in ei- 
nen Zwischenschritt mit dem pHOOK-CFR Antisensevector pHOOK- 
5 lacZ und pHOOK Vektor transfiziert. Die Transfektion wurde durch 

eine p-Galatosidase Untersuchung (Daten nicfit gezeigt) iiberpruft. 
48 Stunden nacli der Transfektion wurden Cytospins prapariert und 
mit AntikSrpern 1 03/51 und Anti-Zytokeratin 1 8 zur Kontrolle gefarbt 
(Daten nictit gezeigt). 

10 

Die Immunohistochemie zelgt eine deutiiciie Reduzierung der Zell- 
farbung, die mit pHOOK-CFR Antisense Vektor transfektiert sind, im 
Vergleich mit Kontrollzellen (Fig. 2 a - b). Das bestatigt die Bindung 
des Antikorpers 1 03/51 an CFR-1 . Das leiclnte zytoplasmatisclie Far- 

15 ben, das in beiden Farbeprozessen zu sehen war, kann seine Ursa- 

clie in nichtspezifischen Bindungen haben, wie sie oft beim Farben 
von menschlichen IgM Antikorpern auf azetonfixierten Zellen beob- 
achtet wird. Die Zellexpression als auch der EinfluR der Transfektion 
wurden durch DurchfluBzytometrie QberprQft (Fig. 2 g - i). Die Daten 

20 zeigen eine Reduzierung von Bindungen des Antikorpers 103/51 

nacli Transfektion von Zellen mit dem CFR-1 Antisense Vektor. Je- 
doch zeigen unbeiiandeite Zellen oder Zellen, die mit den Kontroll- 
vektor pHOOK-2 transfektiert wurden, eine deutliche Bindung zur 
Zellinie 23132, was die Expression von CFR-1 auf der Zellenmem- 

25 bran zeigt. 

Um die spezifische Membranverteilung der CFR-1 Isoform zu unter- 
suchen, farbten wir lebende Zellen der Zellinie 23132 und einiger 
Nichtmagenkrebszellinien. Auf der Zellinie 23132 ergab sich ein 
30 deutliches FSrben (Fig. 2 c, d), wahrend menschliche Lungenkarzi- 

nomzellinien Colo-699 (Fig. 2 e, f) und EPLC-272H (Daten nicht ge- 
zeigt) eindeutig negativ waren. Diese Daten zeigen, daR die be- 
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schrieben CFR-1 Isoform nicht in alien Krebszellinien vorhanden ist 
und ausschlieBlich das Einfdrben der Membrane von 23132 Zellen 
zeigt, daB die CFR-1 Isofonn eine Verteilung hat, die von der bislang 
fur CFR-1 beschriebenen verschieden ist. 



GIvcosidaseassav 

CFR-1 ist ein Sialoglycoprotein mit 5 moglichen N-Glycosylation- 
Amrien und es wurde durch Behandlung mit Glycosidase F gezeigt. 

1 0 daB das Molel<ul an diesen Stellen glycosoliert (Steegmaier et al. 

Nature 373:615-620, 1995). Da tumorreaktive Antikdrper oft mit Car- 
bohydrat-Gruppen reagleren, haben wir untersucht, ob dies auch fGr 
den Antikorper 103/51 der Fall ist Cytospinpraparationen der Zellinie 
23132 wurden fur 4 Stunden mit 0- und N-Glycosidase inkubiert und 

1 5 anschlieBend einem immunhistochemisci^en Farben mit dem Anti- 

korper 103/51 unterworfen. Die Behandlung der Zelle mit N- 
Giycosidase fUhrte zu einer dramatischen Verringerung in der 103/51 
Farbung (Fig. 3 b), wahrend die Inkubierung mit Dephosphorylation 
Puffer (Fig. 3 a) oder die Bearbeitung mit 0-Glycosidase (Daten nicht 

20 gezeigt) keine Auswirkung auf die Bindung des Antikorpers 1 03/51 

haben. Dies zeigt, daft die Bindungsspezifizitat des Antikorpers 
103/51 in den Zuckerbestandteilen und nicht in den primaren Pro- 
teinsequenzen lokalisiert sind. Zur weiteren Oberprufung dieses Ef- 
fektes wurden die Membranextrakte der Zellinie 23132 fur 16 Stun- 

25 den deglycosyliert und Western Blots durchgefuhrt und mit Antikor- 

pem 103/51 gefarbt. Wir fanden eine Verringerung der Reaktion mit 
Lysaten, die mit N-Glycosidase inkubiert waren, im Vergleich zu den 
Kontrollysaten (Fig. 3 c). 



30 

Herstellung muriner Antikorper und immunhistochemische Far- 
bung von Paraffinschnitten des Magenkarzinoms 
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Da Antikorper gegen CFR-1 nicht kauflich erwerbbar sind, wurden 
Mause mit gereinigtem Protein, welches aus Coomassie gefarbten 
SDS-Gel ausgewaschen wurde, fur die Produktion monoklonaler An- 
tikorper immunisiert urn die Spezifitat zu bestatigen und weiterhin die 

5 CFR-1 Expression zu charakterisieren. Milzzellen wurden durch Fu- 

sion mit Heteromyelomzellen NSO konserviert. 150 Klone wurden 
durcii immunhistoclfiemisches Farbungen getestet. Die positiven Klo- 
ne wurden erneut geklont und das Klon 58/47-49 (IgM) wurde zur 
weiteren Charakterisierung genutzt. Um die Bindungseigenschaften 

10 des humanen Antikorpers 103/51 und des murinen AntikOrpers 

58/47-69 zu untersuchen. farbten wir die Paraffinschnitte von 15 ver- 
schiedenen Magenadenokarzinom- und einem Adenozellen. Identi- 
sches Farben der Driisenzellen der normalen Epithelialgewebe und 
intensives Farben der Karzinomzellen wurde erhalten (Fig. 4). Ver- 

15 kurzt wiedergegeben wurden die ersten Karzinomgewebe (n = 2) mit 

beiden Antikorpern gefarbt. Bel Damnkarzinomzellen haben beide 
Antikorper 4 von 5 Fallen angefarbt, bei diffusen Karzinomgeweben 
wurden alle Falle (n = 4) gefarbt und bei Zwischentypen waren 50% 
(n = 4) bei beiden Antikorpern positiv. Diese Ergebnisse zeigen eine 

20 hohe Expressionsrate von CFR-1 in den meisten Fallen des Magen- 

karzinomgewebes. Das untersuchte Adenomagewebe zeigte ein be- 
stimmtes Farbemuster mit positiven Zellen, nur im Obergang von den 
normalen zu den transformierten Zellen. 



Immunohistochemisches Farben mit Antikorper 103/51 auf Ma- 
genschleimhaut 

Um die Reaktionen des Antikorpers 103/51 auf Magenschleimhaut 
naher zu untersuchen, haben wir ein immunohistochemische Far- 
30 bungen von Magengewebe ohne EntzQndung, durch H. pylori be- 

dingte chronisch aktive Gastritis, hochgradige Dysplasie und Mage- 
nadenokarzinom durchgefuhrt. Bei dem nichtentzCindeten Magenge- 
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webe wurden keine Reaktionen beobachtet (Fig. 5). Jedoch fanden 
wir in der Magenschleimhaut eines Patienten mit H. pylori Gastritis 
eine EinfSrbung primar im Basalbereich der Foveolarzellen. Das Far- 
bemuster des Antikorpers 103/51 zeigt einen strengen Zusammen- 
hang mit dem Aktivierungsmuster, wie es sich beim Ki67-Farben 
zeigt (Ramires et al., 1997 J. Pathol 182:62-67). Eine intensivere 
Farbung des Antikorpers 103/51 konnte im Proliferierungsbereicli der 
Magendysplasi gesehen werden, das ebenso Obereinstimmung mit 
dem Ki67-Farbung zeigt. Die starkste Farbung wurde in den Prolife- 
rationsbereich der Magenadenokarzinoma gefunden. 

Immunohistochemisches Farben der Antikoro er 103/51 und 
58/47-69 auf verschiedenen Geweben 

Wir untersuchten die Expression von CFR-1 in anderen kanzeroge- 
nen und nonnalen Geweben durch immunhistochemische FSrbung 
auf Paraffinschnitten mit den Antikorpern 103/51 und 58/47-69. Bei 
1 5 Krebsgeweben (verschiedener Magenkrebsarten) zeigte der Anti- 
kerper 103/51 ein Farben in 13 Fallen (Fig. 6, Tab. 1a). Ein negatives 
Ergebnis wurde be! den anaplastischen Zellen der Lunge beobach- 
tet, was die Ergebnisse des immunhistoctiemische FSrbung und der 
MTT-Untersuchung mit den Zellinien Colo-699 und EPLC-272H be- 
statigt. Diese Daten zeigen eine starke Expression auf CFR-1 und 
eine Verteilung in den Zellmembranen der durch Geschwulste ver- 
anderten Zellen. 

Bel den 28 untersuchten nomnalen Geweben wurde eine geringe Ex- 
pression nur in 3 Damnproben gefunden (Tab. 1 b). Eine Farbung der 
Membrane wurde bei FoveoladrOsen des Magens und den glomeru- 
laren und fascicularen Bereiche der Driisenzellen beobachtet, wo- 
hingegen ein Farben des Golgi-Apparates in den SammelrShren der 
Niere gefunden wurde (Fig. 5). Dies bestatigt weiterhin die Charakte- 
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risierung des Antigens als CFR-1, wie es schon frtiher durch Burrus 
et al. (1992) Mol.Cell Biol. 12:5600-5609 beschrieben wurde. 



5 Stimulierung mit humanen und murinen monoklonalen Antikor- 

pern 

Wie bereits in fruheren Publikationen (Vollmers et al., 1994 Cancer 
74:1525-1532; Hensel et a!., 1999 Int.J.Cancer 81:229-235) erlautert, 
fuhrt der Antikorper 103/51 zu einer Stimulation der Zellinie 23132 in 

1 0 vitro, Wir haben diese Stimulation des Antikorpers 1 03/51 durch An- 

wendung der Mitochondrialhydroxylaseuntersuchung (MTT) gemes- 
sen, welches eine Standarduntersuchung fOr Proliferation darstellt 
(Carmichael et aL, 1987 Cancer Res. 47:936-942). Urn weiterhin die 
Stimulationseigenschaften des Antikorpers 103/51 zu untersuchen, 

15 haben wir die Zellinie 23132 mit verschiedenen Konzentrationen ge- 

reinigter Antikorper inkubiert. Wir fanden eine konzentrationsabhan- 
gige Stimulierung mit hochster Aktivitat bei 4 pg/ml (Fig. 7 a). Hohere 
Konzentrationen zeigten ein leichtes Abfallen in der Stimulation. 

20 Urn zu untersuchen, ob der murine AntikSrper 58/47-69 den gleichen 

EinfluR auf das Zellwachstum hat, haben wir die MTT- 
Stimulationsuntersuchung mit gereinigten Antikorpern in vergleichba- 
rer Menge durchgefuhrt. Wie aus Fig. 7 b entnommen werden kann, 
fuhrten beide Antikorper zu einer Stimulation der Zellinie 23132 in 

25 vitro. Dies bestatigt weiterhin die identische Spezifitat beider Antikor- 

per, 

Um zu bestatigen, daS die Stimulation des Antikorpers 103/51 und 
des murinen Antikdrpers 58/47-69 durch die Bindung an CFR-1 ver- 
30 mittelt wird, haben wir die Zellen mit dem Kontrollvektor pHOOK-2 

und dem CFR-1 Antisense-Vektor transfiziert und die Zellen durch 
eine MTT-Untersuchung getestet. Als positive Kontrolle fur die 
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Transfektion wurden die Zellen ebenso mit den pHOOK-2-lacZ Vek- 
tor transfiziert und danach mit p-Galactosidose eingefarbt (Daten 
nicht gezeigt). Da vergleichbare Stimulationen in den nichttransfek- 
tierten Fallen und den Zellen. die mit dem Kontrollvektor pHOOK-2 
transfektiert wurden, beobachtet werden konnte, kann eine Reduzie- 
rung des Stimulationseffektes durch den Transfektionsprozeli aus- 
geschiossen werden. Im Gegensatz hierzu zeigten die Zellen, die mit 
dem CFR-1 Antisense-Vektor transfiziert wurden, eine vemngernde 
Stimulation (Fig. 7 c). 

SchlieBlich wurde, urn zu zeigen, dali die Stimulation durch den Anti- 
korper 103/51 nicht durch andere Rezeptoren als den CFR-1 ver- 
mittelt wurde, eine MTT-Stimulationsuntersuchung mit der Zellinie 
23132 vorgenommen und mit der CFR-1 negativen Lungenkarzi- 
nomzellinien Colo-699 und EPLC-272H verglichen. Wahrend die Zel- 
linie 23132, wie oben beschrieben, stimuliert wird, zeigten die beiden 
Lungenkarzinomzellinien keine Stimulation durch den Antikorper 
103/51 (Fig. 7 d), was die Resultate der Immunhistochemie bestatigt. 
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Patentanspriiche 

1 . Rezeptor auf der Oberflachenmembran von stark proliferierenden 
5 Zellen insbesondere des Magenkarzinoms, der aus Glykoproteinen 

aufgebaut ist, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass wenigstens.eine Determinante des Glykoproteins mit einer des 
CFR-1 Proteins Qbereinstimmt und 
10 der humane AntikSrper 103/51 und/oder der murine Antikorper 

58/47-69 (IgM) am Glykoprotein spezifisch bindet. 

2. Rezeptor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die 

1 5 spezifische Bindungsstelle am Glykoprotein ein Carbohydrat-Rest (= 

Zucker-Rest) ist. 

3. Rezeptor nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dass die 
20 primare Aminosauresequenz des Glykoproteins zu mindestens 80 % 

mit der des CFR-1 Qbereinstimmt (homolog ist). 

4. Rezeptor nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dali die 
25 Determinante des Glykoproteins die in Aniage S Zellinie 23132 wie- 

dergegebene Aminosauresequenz auweist 

5. Rezeptor nach einem der Anspruche 1 bis 4, gekennzeichnet 
30 durch ein Molekulargewicht von etwa 130 kD. 
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6. Verwendung des Rezeptors nach einem der vorhergehenden An- 
spruchen, dadurch gekennzeichnet, dass der Rezeptor zur Ausbil- 
dung von Antikorpern in vivo verabreicht wird. 

5 

7. Verwendung des Rezeptors zur Bekannpfung von Tumoren nach 
einem der vorhergehenden Anspruche, dadurch gekennzeichnet, 
dass der Rezeptor vor (zur Prophylaxe) oder mit dem Ausbruch der 
Krankheit (zur Therapie) verabreicht wird. 

10 

8. Verwendung des Rezeptors nach einem der vorhergehenden An- 
spruche zur Bekampfung folgender Tumore: Speiserohre, Magen, 
Darm, Rektum, Leber, Gallenblase, Bauchspeicheldruse, Lunge, 

15 Bronchien, Brust, Cervix, Prostata, Cardia, Barrett, Eierstock 

und/oder Uterus. 

9. Verwendung des Rezeptors nach einem der vorhergehenden An- 
20 spruche zur Bekampfung folgender Tumorvorstufen: 

des Magens: 

- Dysplasie der Magenschleimhaut 

- Intestinale Metaplasie des Magens 

25 - Helicobacter pylori assoziierte Gastritis 

- Tubulare und tubulovillose Adenome des Magens 

des Dickdarmes: 

- Tubulare Adenome des Colons 
30 - Villose Adenome des Colons 

- Dysplasie bei Collitis ulcerosa 
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in der Speiserohre 

- Barrett-Dysplasie des Osophagus 

- Barrett^Metaplasie des Osophagus 

5 des Gebarmutterhalses 

- Cervicale intraepitheliale Neoplasie I 

- Cervicale intraepitheliale Neoplasie II 

- Cervicale intraepitheliale Neoplasie III 

10 der Lunge: 

- Plattenepithel Metaplasie des Bronchus 

- Plattenepithel Dysplasie des Bronchus 

10. VenA/endung des Rezeptors nach einem der vorhergehenden 
Anspriiche zu Diagnosezwecken, dadurch gekennzeichnet, dass 
Liber die Bindefahigkeit von Antikorpern an den Rezeptor ein Nach- 
weis fur die Existenz, die Lokalisierung und/oder die Menge der ent- 
sprechenden Antikorper bzw. Rezeptoren gefUhrt wird. 

1 1 . Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass 

die Antikorper Tumorantikorper sind. 

> 

12. Verwendung nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daR 
der Rezeptor ein Tumormarker ist. 



15 



20 



25 



30 



13. Verfahren zur Gewinnung des Rezeptors nach einem der vorher- 
gehenden AnsprQche, gekennzeichnet durch folgende Schritte: 
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a) Praparieren von Membranproteinen von Zellen der humanen Ade- 
nokarzinomzellinie 23132 

b) DurchfQhren einer GrolienausschluBchronnotographie sowie 

c) einer Anionenaustauschchromotographie und 

5 d) schlieBlich Gewinnung durch eine praparative SDS-PAGE. 



14. Muriner Mausantikorper 58/47-69 zur Verwendung in einem der 
vorhergefienden Anspruche und einer Struktur, die durch folgende 

1 0 Merkmale gekennzeichnet ist: 

Die variable Region der schweren Kette ist homolog zur IGHV IS 
125* 01 gemaU Aniage A, wobei das D-Segment homolog zu IGHD- 
ST 4*01 und das J-Segment homolog zur IGHJ4*01 ist, und 
die variable Region der leichten Kette eine Struktur gemaU Aniage B 

15 aufweiBt, die homolog zu IGKV- 17* 01 ist. wobei das J-Segment 

homolog ist zu iGKJ2*01. 



15. Verfahren zur Herstellung eines Antitumormittels unter VenA^en- 
20 dung von Rezeptoren nach einem der vorhergehenden AnsprQchen, 

dadurch gekennzeichnet, 

dass eine potentiell antitumonA/irksame Substanz auf ihre spezifische 
Bindefahigkeit an Rezeptoren nach einem der vorhergehenden An- 
spruchen uberpruft und bei positiven Ergebnis diese Substanz fur die 
25 pharmazeutische Anwendung konfektioniert und hierbei mit Gblichen 

Zusatzstoffen versehen wird. 



16. Verfahren zur Herstellung eines Antitumormittels unter Verwen- 
30 dung von Rezeptoren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, 

dass es sich bei den Substanzen um humane Antikorper und/oder 
Mausantikorper und/oder humanisierte Mausantikorper und/oder Fab 
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und F(ab)2- und Fab*-Fragmente und/oder Einzelstrangantikorper 
und/oder tetramere und/oder dimere Antikorperformen und/oder bis- 
pezifische Antikorper handelt. 
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Fig. 4 



Fig. 5 




b 



d 



HE-staining 



Ki67 



103/51 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 03/011907 



PCT/DE02/02699 



3/3 




ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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a) Tumor tissues 



b) Normal tissues 



Tissue 


Carcinoma-type 


Antibody-Staining 


Tissue 


Cell type 


Antibody-Staining 


Esophagus 


Squamous 


+ 


Salivary gland 


Glandular 




Stomach 


Adeno (diffuse) 


++ 


Stomach (non inftammated) 


Glandular 




Stomach 


Adeno (intestinal) 


+ 


Stomach {H. py/0/7 infected) 


Glandular 


+' 


Colon 


Adeno 


+ 


Stomach (high grade dysplasia) 


Glandular 


++' 


Rectum 


Adeno 




Duodenum 


Glandular 




Liver 


Adeno (HCC) 


++ Colon 


Epithelial 




Gallbladder 


Adeno 




Rectum 


Glandular 




Pancreas 


Adeno (ductal) 


+ 


Pancreas 


Glandular 




Papilla ofVater 


Adeno 


+ 


Liver 


Glandular 




Lung 


Large cell anaplastic 


Gallbladder 


Glandular 


: : 


Lung 


Small cell 


Oral mucosa 


Squamous epithelium 




Lung 


Adeno 




Anal mucosa. 


Squamous epithelium 




Bronchus 


SquanxxJS epithelium 


+ 


Skin 


Keratinocyte. glandular 


• 


Mamma 


Invasive (ductal) 


+ 


Mamma 


Glandular 




Mamma 


Invasive (lobular) 


+ 


Larynx 


Eprtheliai 










Bronchus 


Epithelial 










Lung 


Glandular, alveolar 










Thyroid gland 


Glandular 










Adenohypophysis 


Glandular 










Adrenal gland 


Glandular 


■7 








Testis 


Glandular 










Ovar 


Glandular 










Prostate 


Glandular 










Urothelium 


Epithelial 










Kidney 


Eprtheliai 










Thymus 


Lymphatic 










Spleen 


Lymphatic 


* 








tympU node 


Lymphatic 










Cerebral cortex 


Neural 










Periphen'c neural ganglia 


Neural 





■ 
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<1 1 0> Prof. Dr. Miiller-HenneUnk, Hans Konrad 
Prof. Dr. VoUmers, Heinz 
Dr. Hensel, Frank 

<120> Rezeptor, dessen Verwendung und Mausantikbrper 

<141> 2002-03-09 

<211> 288 bp 

<212> DNA 

<2 1 3> Mus Musculus 

<220> Sequenz der variablen Region der schweren Kette (Vh) des Antikorpers NM58-49/69 

<221> V-Region 

<222> (1) (288) 



<400> 



tec tgc aag get tct ggc tac acc ttc act gac tac tat ata aac tgg gtg aag cag agg 60 
Ser Cys Lys Ala Ser Gly Tyr Thr Phe Thr Asp Tyr Tyx lie Asn Trp Val Lys Gin Arg 
1 5 10 as 20 

act gga cag ggc ctt gag tgg att gga gag att tat cct gga agt ggt aat act tac tac 120 
Thr Gly Gin Gly Leu Glu Trp He Gly Glu He Tyr Pro Gly Ser Gly Asn Thr Tyr Tyr 

25 30 35 40 



aat gag aag ttc aag ggc aag gcc aca ctg act gca gac aaa tec tec age aca gee tac 
Asn Glu Lys Phe Lys Gly Lys Ala Thr Leu Thr Ala Asp Lys Ser Ser Ser Thr Ala Tyr 

45 50 55 60 



180 



atg cag etc age age ctg aca tct gag gac tct gca gte tat ttc tgt gca aga teg gga 240 
Met Gin Leu Ser Ser Leu Thr Ser Glu Asp Ser Ala Val Tyr Phe Cys Ala Arg Ser Gly 

50 55 60 65 

tta cga ccc tat get atg gac tac tgg ggt caa gga acc tea gte acc 288 
Leu Arg Pro Tyr Ala Met Asp Tyr Tarp Gly Gin Gly Thr Ser Val Thr 

70 75 80 
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<1 10> Prof. Dr. Muller-Hermelink, Hans Konrad 
Prof. Dr. Vollmers, Heinz 
Dr. Hensel, Frank 

<1 20> Rezeptor, dessen Verwendung und Mausantikorper 

<141> 2002-03-09 

<211> 315 bp 

<212> DNA 

<2 1 3> Mus Musculus 

<220> Sequenz der variablen Region der ieichten Kette (Vl) des Antikorpers NM58-49/69 

<221> V-Region 

<222> (1) (315) 



<400> 

cca etc tec ctg cct gtc agt ctt gga gat caa gcc tec ate tet tge aga tet agt cag 

Pro Leu Ser Leu Pro Val Ser Leu Gly Asp Gin Ala Ser lie Ser Cys Arg Ser Ser Gin 

15 10 15 20 

age att gta cat agt aat gga aac acc tat tta gaa tgg tac ctg cag aaa cca ggc cag 
Ser lie Val His Ser Asn Gly Asn Thr Tyr Leu Glu Trp Tyr Leu Gin Lys Pro Gly Gin 

25 30 35 40 

tet cca aag etc ctg ate tac aaa gtt tec aac cga ttt tet ggg gtc cca gac agg ttc 
Ser Pro Lys Leu Leu He Tyr Lys Val Ser Asn Arg Phe Ser Gly Val Pro Asp Arg Phe 

45 50 55 60 

agt ggc agt gga tea ggg aca gat ttc aca etc aag ate age aga gtg gag get gag gat 
Ser Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Lys He Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp 

65 70 75 80 

ctg gga gtt tat tac tgc ttt caa ggt tea cat gtt ccg tac aeg ttc gga ggg ggg acc 
Leu Gly Val Tyr Tyr Cys Phe Gin Gly Ser His Val Pro Tyr Thr Phe Gly Gly Gly Thr 

85 90 95 100 

aag ctg gaa ata aaa 
Lys Leu Glu He Lys 

105 



60 



120 



180 



240 



300 



315 
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<1 1 0> Prof. Dr. MOller-Hermelink, Hans Konrad 
Prof. Dr. VoUmers, Heinz 
Dr. Hensel, Frank 

<120> Rezeptor, dessen Verwendung und Mausantikorper 

<141> 2002-03-09 
<211> 3114 

<212> DNA 

<2 1 3> Homo sapiens 

<220> Cysteine-rich FGF Rezeptor der Magenkarzinomzellinie 23 1 32 

<221> CDS 

<222> (450) (3563) 



<400> 

450 GAT GTG AGG GAG CCT GAA AAT GAA ATT TCT TCA GAC TGC AAT CAT TTG TTG TGG AAT TAT 

Asp Val Arg Glu Pro Glu Asn Glu lie Ser Ser Asp Cys Asn His Leu Leu Trp Asn Tyr 
143 145 150 155 160 



509 



AAG CTG AAC CTA ACT ACA GAT CCC AAA TTT GAA TCT GTG GCC AGA GAG GTT TGC AAA TCT 569 
Lys Leu Asn Leu Thr Thr Asp Pro Lys Phe Glu Ser Val Ala Arg Glu Val Cys Lys Ser 
165 170 175 180 

ACT ATA ACA GAG ATT GAA GAA TGT GCT GAT GAA CCG GTT GGA AAA GGT TAC ATG GTT TCC 629 
Thr lie Thr Glu lie Glu Glu Cys Ala Asp Glu Pro Val Gly Lys Gly Tyr Met Val Ser 
185 190 195 200 



TGC TTG GTG GAT CAC CGA GGC AAC ATC ACT GAG TAT CAG TGT CAC CAG TAC ATT ACC AAG 
Cys Leu Val Asp His Arg Gly Asn He Thr Glu Tyr Gin Cys His Gin Tyr He Thr Lys 
205 210 215 220 



689 



ATG ACG GCC ATC ATT TTT AGT GAT TAC CGT TTA ATC TGT GGC TTC ATG GAT GAC TGC AAA 
Met Thr Ala He He Phe Ser Asp Tyr Arg Leu lie Cys Gly Phe Met Asp Asp Cys Lys 
225 230 235 240 



749 



AAT GAC ATC AAC ATT CTG AAA TGT GGC AGT ATT CGG CTT GGA GAA AAG GAT GCA CAT TCA 
Asn Asp He Asn He Leu Lys Cys Gly Ser He Arg Leu Gly Glu Lys Asp Ala His Ser 
245 250 255 260 



809 



CAA GGT GAG GTG GTA TCA TGC TTG GAG AAA GGC CTG GTG AAA GAA GCA GAA GAA AGA GAA 
Gin Gly Glu Val Val Ser Cys Leu Glu Lys Gly Leu Val Lys Glu Ala Glu Glu Arg Glu 
265 270 275 280 



869 



CCC AAG ATT CAA GTT TCT GAA CTC TGC AAG AAA GCC ATT CTC CGG GTG GCT GAG CTG TCA 
Pro Lys He Gin Val Ser Glu Leu Cys Lys Lys Ala He Leu Arg Val Ala Glu Leu Ser 
285 290 295 300 



929 



TCG GAT GAC TTT CAC TTA GAC CGG CAT TTA TAT TTT GCT TGC CGA GAT GAT CGG GAG CGT 
Ser Asp Asp Phe His Leu Asp Arg His Leu Tyr Phe Ala Cys Arg Asp Asp Arg Glu Arg 
305 310 315 320 



989 



TTT TGT GAA AAT ACA CAA GCT GGT GAG GGC AGA GTG TAT AAG TGC CTC TTT AAC CAT AAA 
Phe Cys Glu Asn Thr Gin Ala Gly Glu Gly Arg Val Tyr Lys Cys Leu Phe Asn His Lys 
325 330 335 340 



1049 



1 
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TTT GAA GAA TCC ATG AGT GAA AAG TGT CGA GAA GCA CTT ACA ACC CGC CAA AAG CTG ATT 1109 
Phe Glu Glu Ser Met Ser Glu Lys Cys Arg Glu Ala Leu Thr Thr Arg Gin Lys Leu lie 
345 350 355 360 

GCC CAG GAT TAT AAA GTC AGT TAT TCA TTG GCC AAA TCC TGT AAA AGT GAC TTG AAG AAA 1169 
Ala Gin Asp Tyr Lys Val Ser Tyr Ser Leu Ala Lys Ser Cys Lys Ser Asp Leu Lys Lys 
365 370 375 380 

TAG CGG TGC AAT GTG GAA AAC CTT CCG CGA TCG CGT GAA GCC AGG CTC TCC TAC TTG TTA 1229 
Tyr Arg Cys Asn Val Glu Asn Leu Pro Arg Ser Arg Glu Ala Arg Leu Ser Tyr Leu Leu 
385 390 395 400 

ATG TGC CTG GAG TCA GCT GTA CAC AGA GGG CGA CAA GTC AGC AGT GAG TGC CAG GGG GAG 1289 
Met Cys Leu Glu Ser Ala Val His Arg Gly Arg Gin Val Ser Ser Glu Cys Gin Gly Glu 
405 410 415 420 

ATG CTG GAT TAC CGA CGC ATG TTG ATG GAA GAC TTT TCT CTG AGC CCT GAG ATC ATC CTA 1349 
Met Leu Asp Tyr Arg Arg Met Leu Met Glu Asp Phe Ser Leu Ser Pro Glu He He Leu 
425 430 435 440 

AGC TGT CGG GGG GAG ATT GAA CAC CAT TGT TCC GGA TTA CAT CGA T^AA GGG CGG ACC CTA 1409 
Ser Cys Arg Gly Glu He Glu His His Cys Ser Gly Leu His Arg Lys Gly Arg Thr Leu 
445 450 455 460 

CAC TGT CTG ATG AAA GTA GTT CGA GGG GAG AAG GGG AAC CTT GGA ATG AAC TGC CAG CAG 1469 
His Cys Leu Met Lys Val Val Arg Gly Glu Lys Gly Asn Leu Gly Met Asn Cys Gin Gin 
465 470 475 480 

GCG CTT CAA ACA CTG ATT CAG GAG ACT GAC CCT GGT GCA GAT TAC CGC ATT GAT CGA GCT 1529 
Ala Leu Gin Thr Leu He Gin Glu Thr Asp Pro Gly Ala Asp Tyr Arg He Asp Arg Ala 
485 490 495 500 

TTG AAT G3\A GCT TGT GAA TCT GTA ATC CAG ACA GCC TGC AAA CAT ATA AGA TCT GGA GAC 1589 
Leu Asn Glu Ala Cys Glu Ser Val He Gin Thr Ala Cys Lys His He Arg Ser Gly Asp 
505 510 515 520 

CCA ATG ATC TTG TCG TGC CTG ATG GAA CAT TTA TAC ACA GAG AAG ATG GTA GAA GAC TGT 1649 
Pro Met He Leu Ser Cys Leu Met Glu His Leu Tyr Thr Glu Lys Met Val Glu Asp Cys 
525 530 535 540 

GAA CAC CGT CTC TTA GAG CTG CAG TAT TTC ATC TCC CGG GAT TGG AAG CTG GAC CCT GTC 1709 
Glu His Arg Leu Leu Glu Leu Gin Tyr Phe He Ser Arg Asp Trp Lys Leu Asp Pro Val 
545 550 555 560 

CTG TAC CGC AAG TGC CAG GGA GAC GCT TCT CGT CTT TGC CAC ACC CAC GGT TGG AAT GAG 1769 
Leu Tyr Arg Lys Cys Gin Gly Asp Ala Ser Arg Leu Cys His Thr His Gly Trp Asn Glu 
565 570 575 580 

ACC AGC GAA TTT ATG CCT CAG GGA GCT GTG TTC TCT TGT TTA TAC AGA CAC GCC TAC CGC 1829 
Thr Ser Glu Phe Met Pro Gin Gly Ala Val Phe Ser Cys Leu Tyr Arg His Ala Tyr Arg 
585 590 595 600 

ACT GAG GAA CAG GGA AGG AGG CTC TCA CGG GAG TGC CGA GCT GAA GTC CAA AGG ATC CTA 1889 
Thr Glu Glu Gin Gly Arg Arg Leu ser Arg Glu Cys Arg Ala Glu Val Gin Arg He Leu 
605 610 615 620 
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Cys Leu Lys Gin Asn Lys Asn Ser Glu Leu Met Asp Pro Lys Cys Lys Gin Met lie Thr 
905 910 915 920 



AAG CGC CAG ATC ACC CAG AAC ACA GAT TAC CGC TTA AAC CCC ATG TTA AGA AAA GCC TGT 
Lys Arg Gin lie Thr Gin Asn Thr Asp Tyr Arg Leu Asn Pro Met Leu Arg Lys Ala Cys 
925 930 935 940 



2849 



AAA GCT GAC ATT CCT AAA TTC TGT CAC GGT ATC CTG ACT AAG GCC AAG GAT GAT TCA GAA 
Lys Ala Asp He Pro Lys Phe Cys His Gly He Leu Thr Lys Ala Lys Asp Asp Ser Glu 
945 950 955 960 



2909 



TTA GAA GGA CAA GTC ATC TCT TGC CTG AAG CTG AGA TAT GCT GAC CAG CGC CTG TCT TCA 
Leu Glu Gly Gin Val He Ser Cys Leu Lys Leu Arg Tyr Ala Asp Gin Arg Leu Ser Ser 
965 970 975 980 



2969 



GAC TGT GAA GAC CAG ATC CGA ATC ATT ATC CAG GAG TCC GCC CTG GAC TAC CGC CTG GAT 
Asp Cys Glu Asp Gin He Arg He He He Gin Glu Ser Ala Leu Asp Tyr Arg Leu Asp 
985 990 995 1000 



3029 



CCT CAG CTC CAG CTG CAC TGC TCA GAC GAG ATC TCC AGT CTA TGT GCT GAA GAA GCA GCA 

Pro Gin Leu Gin Leu His Cys Ser Asp Glu He Ser Ser Leu Cys Ala Glu Glu Ala Ala 
1005 1010 1015 1020 



3089 



GCC CAA GAG CAG ACA GGT CAG GTG GAG GAG TGC CTC AAG GTC AAC CTG CTC AAG ATC AAA 
Ala Gin Glu Gin Thr Gly Gin Val Glu Glu Cys Leu Lys Val Asn Leu Leu Lys He Lys 
1025 1030 1035 1040 



3149 



ACA GAA TTG TGT AAA AAG GAA GTG CTA AAC ATG CTG AAG GAA AGC AAA GCA GAC ATC TTT 
Thr Glu Leu Cys Lys Lys Glu Val Leii Asn Met Leu Lys Glu Ser Lys Ala Asp He Phe 
1045 1050 1055 1060 



3209 



GTT GAC CCG GTA CTT CAT ACT GCT TGT GCC CTG GAC ATT AAA CAC CAC TGC GCA GCC ATC 
Val Asp Pro Val Leu His Thr Ala Cys Ala Leu Asp He Lys His His Cys Ala Ala He 
1065 1070 1075 1080 



3269 



ACC CCT GGC CGC GGG CGT CAA ATG TCC TGT CTC ATG GAA GCA CTG GAG GAT AAG CGG GTG 
Thr Pro Gly Arg Gly Arg Gin Met Ser Cys Leu Met Glu Ala Leu Glu Asp Lys Arg Val 
1085 1090 1095 HOO 



3329 



AGG TTA CAG CCC GAG TGC AAA AAG CGC CTC AAT GAC CGG ATT GAG ATG TGG AGT TAC GCA 
Arg Leu Gin Pro Glu Cys Lys Lys Arg Leu Asn Asp Arg He Glu Met Trp Ser Tyr Ala 
1105 1110 1115 1120 



3389 



GCA AAG GTG GCC CCA GCA GAT GGC TTC TCT GAT CTT GCC ATG CAA GTA ATG ACG TCT CCA 
Ala Lys Val Ala Pro Ala Asp Gly Phe Ser Asp Leu Ala Met Gin Val Met Thr Ser Pro 
1125 1130 1135 1140, 



3449 



TCT AAG AAC TAC ATT CTC TCT GTG ATC AGT GGG AGC ATC TGT AIA TTG TTC CTG ATT GGC 
Ser Lys Asn Tyr He Leu Ser Val He Ser Gly Ser He Cys He Leu Phe Leu He Gly 
1145 1150 1155 H60 



3509 



CTG ATG TGT GGA CGG ATC ACC AAG CGA GTG ACA CGA GAG CTC AAG GAC AGG TAG 
Leu Met Cys Gly Arg He Thr Lys Arg Val Thr Arg Glu Leu LysA Asp Arg *** 
1165 1170 1175 1179 



3563 
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Although Claims 6-12 relate to a method for treatment of the human or animal body or 
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BOX 1.2 



Claim No: 16 
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"receptors according to Claim 15". Claim 15, however, is a method claim. 
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which no international search report has been established normally cannot be the subject 
of an international preliminary examination (PCT Rule 66. 1(e)). In its capacity as 
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GemaG Artikel 17(2)a) wurde aus foigenden Grunden fOr bestlmmte AnsprOche kein Recherchenbericht erstelit: 
1 I y I AnsDrfjchG Nr 

" well sle sich auf Gegenstande bezlehen, zu deren Recherche die BehOrde nicht verpfilchtet 1st, namlich 

s1ehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/lSA/210 



^' ^ wen^ste^slchauf Telle der Internationalen Anmeldung beziehen. die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen, 
da3 eine sinnvolle internationale Recherche nIcht durchgefuhrt werden kann, nSmllch 

siehe Zusatzblatt WEITERE ANGABEN PCT/ISA/210 



^ ^ CSS^'^^h dabei urn abhangige AnsprOche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regei 6.4 a) abgefaBi sind. 

Feld II Bemert^ungen t)ei mangelnder Einheitlichkeil der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 3 auf Blatt 1) 

Die intemalionate RecherchenbehOrde hat festgestellt, daB diese Internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthSIt: 



1 . I — I Da der Anmelder alle erforderlichen zus^tzllchen RecherchengebOhren rechtzelllg entrlchtet hat, erstreckt sich dieser 
I 1 intemattonale Recherchenbericht auf alle recherchierbaren AnsprOche. 

o I — I Da fiir alle recherchierbaren AnsprOche die Recherche ohne einen Arbeltsaufwand <^rchgefuhrt werden tonnte ^r 
2- I I zusatzliche Recherchengebuhr gerechtfertlgl hatte. hat die BehOrda nicht zur Zahlung einer sotehen GebOhr aufgefordert 



3 I — I Da der Anmelder nur einlge der erforderlichen zusStzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrlchiet hat. erstreckt sich dieser 

I I mtemaf onale Recherchenbericht nur auf die AnsprOche. fOr die Gebuhren entrlchtet worden sind. namlich auf die 

AnsprOche Nr. 



4 I I Der Anmelder hat die erforderlichen zusfltzltehen RecherchengebOhren nicht rechtzelUg entrlchtet. Der Internationale Becher- 
^ S2ntert?MK?anld slch daher auf die In den Anspruchen iuersl erwflhnte Erfindung; diese ist in foigenden AnsprOchen er- 
ta(3t: 
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Obwohl die Anspruche 6-12 sich auf ein Verfahren zur Behandlung des 
raenschlichen/tierischen Korpers Oder ein Diagnostizierverfahren, das am 
menschllchen/tlerischen KQrper vorgenommen wird, beziehen, wurde die 
Recherche durchgefuhrt und grundete $1ch auf die angefuhrten Wirkungen 
der Verbindung/Zusammensetzung. 

Fortsetzung von Feld 1.2 

Anspruche Nr . : 16 



Anspruch 16 entspricht den vorgeschrlebenen' Anforderungen bezuglich 
Klarheit (Art. 6 PCT) so wen1g, daB eine eine sinnvolle Recherche nicht 
durchgefuhrt werden kann (Art. I7(2)(a)(11) PCT). Anspruch 16 bezleht 
sich auf "Rezeptoren nach Anspruch 15". Anspruch 15 1st jedoch ein 
Verf ahrensanspruch . 

Der Anmelder wird darauf hingewiesen, daS Patentanspruche, oder Telle von 
Patentanspruchen, auf Erfindungen, fur die kein Internationaler 
Recherchenbericht erstellt wurde. normalerweise nicht Gegenstand einer 
internationalen vorlaufigen Prufung sein konnen (Regel 66.1(e) PCT). In 
seiner Eigenschaft als mit der internationalen vorlaufigen Prufung 
beauftragte Behorde wird das EPA also in der Regel keine vorlaufige 
Prufung fur Gegenstande durchfuhren, zu denen keine Recherche vorliegt. 
Dies gilt auch fflr den Fall, daB die Patentanspruche nach Erhalt des 
internationalen Recherchenberichtes geandert wurden (Art. 19- PCT), Oder 
ftir den Fall, daB der Anmelder im Zuge des Verfahrens gemaB Kapitel II 
PCT neue Patentanspruche vorlegt. 



